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RESUMEN 
La hipoacusia es el trastorno neurosensorial más frecuente en humanos, con una 
elevada heterogeneidad a todos los niveles. Solamente para las hipoacusias no 
sindrómicas se han descrito 123 loci y 64 genes. Esta heterogeneidad dificulta el 
diagnóstico molecular, cuya mejora requiere incrementar nuestro conocimiento sobre la 
epidemiología genética para saber sobre qué genes conviene concentrar la búsqueda 
de mutaciones. Este trabajo se centró en el análisis de cinco de los genes implicados 
en hipoacusias no sindrómicas autosómicas recesivas (HNSAR): MYO15A, MYO3A, 
WHRN, MYO6 y PTPRQ, responsables de las hipoacusias de los tipos DFNB3, 
DFNB30, DFNB31, DFNB37 y DFNB84, respectivamente. Se investigaron 80 casos 
familiares de HNSAR mediante análisis de haplotipos para marcadores microsatélites 
próximos a cada gen y, en caso de compatibilidad con ligamiento, se secuenciaron 
todos los exones y fronteras exón/intrón del gen en un probando de la familia. En tres 
de los genes (MYO3A, WHRN y MYO6) no encontramos mutaciones patogénicas. En 
el gen PTPRQ, hemos encontrado una nueva mutación en homocigosis en una familia 
española de origen gitano. En el gen MYO15A encontramos mutaciones patogénicas 
en cinco casos familiares. Extendimos el estudio de este gen a 80 casos esporádicos 
de hipoacusia no sindrómica, detectando mutaciones mediante análisis de 
heterodúplex de ADN en DHPLC, lo que permitió elucidar cuatro casos. En conjunto, 
hemos descrito 14 mutaciones nuevas en el gen, lo que representa un notorio 
incremento del conocimiento sobre el espectro mutacional de MYO15A. Nuestros 
resultados indican que la contribución de los genes MYO3A, WHRN, MYO6 y PTPRQ 
al conjunto de las HNSAR es muy baja (1% o inferior). Por el contrario, las mutaciones 
en el gen MYO15A dan cuenta del  5% de los casos estudiados, lo que sitúa a este gen 
entre aquellos sobre los que hay concentrar el diagnóstico molecular con carácter 
asistencial en la población española. 
 
 
 
SUMMARY 
Hearing impairment is the most frequent sensorineural disorder in humans, and it is 
highly heterogeneous at all levels. To date, 123 loci and 64 genes have been reported 
only for non-syndromic hearing impairment. This heterogeneity hampers the molecular 
diagnosis, whose improvement requires to increase our current knowledge on genetic 
epidemiology, in order to identify the genes to which mutation detection should be 
directed. This work was focused on the analysis of five of the genes involved in 
autosomal recessive non-syndromic hearing impairment (ARNSHI): MYO15A, MYO3A, 
WHRN, MYO6 and PTPRQ, responsible for the DFNB3, DFNB30, DFNB31, DFNB37 
and DFNB84 subtypes of ARNSHI, respectively. Eighty familial cases of ARNSHI were 
investigated through haplotype analysis for microsatellite markers close to each gene 
and, in case of compatibility with linkage, all exons and exon/intron boundaries of the 
gene were sequenced in one proband from the family. In three of the genes (MYO3A, 
WHRN and MYO6) we did not find any pathogenic mutation. In the PTPRQ gene,  we 
found a novel mutation in the homozygous state in a Spanish Gypsy family. In 
MYO15A, we found pathogenic mutations in five familial cases. Subsequently, the study 
of this gene was extended to 80 sporadic cases of non-syndromic hearing impairment, 
through mutation detection by DNA heteroduplex analysis in DHPLC, which elucidated 
four additional cases. In total, we report here 14 novel mutations, what represents a 
remarkable increase of the knowledge on the mutational spectrum of MYO15A. Our 
results indicate that the contribution of MYO3A, WHRN, MYO6 and PTPRQ to ARNSHI 
is very small (1% or lower). On the contrary, mutations in MYO15A account for 5% of 
the cases that were investigated. These results place this gene among those that 
should be screened to provide a routine molecular diagnosis of ARNSHI in the Spanish 
population. 
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1. Anatomía y fisiología del sistema auditivo 
 
El oído de los mamíferos consta de tres partes: el oído externo, el oído medio y el 
oído interno (Figura 1). El oído externo está formado por el pabellón auditivo y el 
conducto auditivo externo. El pabellón auditivo es una estructura flexible, de cartílago 
elástico y revestido por piel. El conducto auditivo externo es un canal cartilaginoso en 
su tercio externo y óseo en los dos tercios internos (hueso temporal). El extremo 
exterior del conducto auditivo externo está abierto, mientras que su extremo interior 
está cerrado por la membrana del tímpano, que lo separa del oído medio (Figura 1A). 
El pabellón tiene como función localizar espacialmente el sonido, mientras que el 
conducto auditivo externo protege de manera pasiva las estructuras más profundas y 
conduce la vibración sonora hasta la membrana del tímpano. El oído medio es una 
cavidad aireada en el hueso temporal, también llamada cavidad timpánica, y consta de 
una cadena de tres osículos: martillo, yunque y estribo, unidos entre sí de forma 
articulada (Figura 1B). Uno de los extremos del martillo se encuentra adherido al 
tímpano, mientras que la base del estribo está unida mediante un anillo flexible a las 
paredes de la ventana oval, orificio que constituye la vía de entrada del sonido al oído 
interno.  
Figura. 1: Esquema del oído (adaptado de Purves et al., 2001). 
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La función básica del oído medio es transmitir la energía sonora del medio aéreo 
(oído externo) al medio líquido (oído interno). El oído interno, que está contenido en la 
porción pétrea del hueso temporal, consiste en un laberinto óseo que a su vez contiene 
los conductos del laberinto membranoso. Dentro de éstos se encuentra el 
neuroepitelio.  
 
El laberinto presenta una parte anterior, la cóclea, relacionada con la audición, y 
una parte posterior relacionada con el equilibrio y constituida por el vestíbulo y por los 
canales semicirculares (Figura 2B). La cóclea es una estructura helicoidal. El eje 
central, el modiolo, presenta una expansión perpendicular, la lámina espiral, desde la 
base hasta el ápice del modiolo. En torno a la lámina espiral se encuentra el canal 
coclear, que tiene inicio en la parte anterior del vestíbulo. La lámina divide de manera 
incompleta el canal en dos porciones: una superior, la escala vestibular, y otra inferior, 
la escala timpánica (Figura 2C). Ambas contienen perilinfa, que deriva del líquido 
cefalorraquídeo que penetra en el laberinto por el acueducto coclear. Estas dos 
escalas se unen en el helicotrema, que está en el ápice de la cóclea. 
 
Desde la lámina espiral aparecen dos membranas, una como continuación de la 
lámina, completando la separación entre las dos escalas, la membrana basilar, y otra 
con un ángulo de aproximadamente 30º en relación a la primera, la membrana de 
Reissner. Las dos membranas delimitan un espacio triangular,  la escala media. El 
tercer lado del triángulo lo constituye el ligamento espiral, en el que se encuentra una 
estructura ricamente vascularizada y de gran actividad metabólica, la estría vascular. 
La estría vascular produce el líquido que llena la escala media, la endolinfa, que tiene 
características iónicas similares a los liquidos intracelulares (alta concentración de K+ y 
baja de Na+).  
 
La Escala Media contiene el órgano de Corti, que es el epitelio sensorial del 
sistema auditivo (Figura 2D). El órgano de Corti descansa sobre la membrana basilar. 
Las células sensoriales especializadas, llamadas células ciliadas, presentan una 
disposición altamente organizada: una fila interior (células ciliadas internas) y tres filas 
exteriores (células ciliadas externas) (Figura 2E). Hay aproximadamente 16.000 células 
ciliadas en cada cóclea. La parte apical de las células ciliadas contiene 
microvellosidades especializadas, ricas en actina, llamadas estereocilios. 
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Figura. 2: Esquema del oído interno (adaptado de Purves et al., 2001). 
 
Los estereocilios se conectan lateralmente entre sí mediante diferentes uniones: 
uniones apicales (tip links), uniones superiores horizontales (horizontal top connectors), 
uniones intermedias (shaft connectors) y uniones basales (ankle links), que estabilizan 
su estructura madura y participan en el proceso de mecanotransducción de señal 
(Figura 3). Para funcionar correctamente, los estereocilios deben estar organizados en 
filas escalonadas. Las células ciliadas están cubiertas por la membrana tectoria, una 
matriz extracelular rica en colágeno. La vibración del estribo se transmite a través de la 
ventana oval a la perilinfa del conducto coclear, haciendo vibrar la membrana basilar, lo 
cual desplaza al epitelio sensorial contra la membrana tectoria. Este movimiento tiene 
como consecuencia el desplazamiento angular de los estereocilios, lo que provoca la 
apertura de los canales iónicos mecanosensibles de las células ciliadas, permitiendo el 
flujo de potasio hacia el interior celular, lo que despolariza a las células ciliadas. Estas, 
en respuesta a las variaciones de su potencial de membrana, liberan en su parte basal 
neurotransmisores, los cuales actúan sobre las correspondientes terminaciones 
periféricas de las neuronas aferentes. Los cuerpos celulares de estas neuronas se 
encuentran en el ganglio espiral. Sus extensiones centrales forman la parte auditiva del 
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nervio vestíbulo-coclear, que lleva la información al sistema nervioso central (Dallos et 
al., 1996; Fukuda et al., 2002). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3: Los distintos tipos de uniones entre estereocilios. El diagrama central ilustra los cinco 
tipos de uniones que se observan en el paquete de estereocilios de las celulas ciliadas del oído 
interno: uniones apicales (tip links), uniones superiores horizontales (horizontal top connectors), 
uniones intermedias (shaft connectors), uniones kinociliares (kinocilial links) y uniones basales 
(ankle links) (Nayak et al., 2007 adaptado de Goodyear & Richardson, 1992; 2003; Goodyear et 
al., 2003).  
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2. Aspectos generales de  las hipoacusias 
 
La hipoacusia es la enfermedad sensorial más frecuente en humanos. Se puede 
manifestar en cualquier fase de la vida y con diversos grados de intensidad. La 
manifestación grave de la sordera en la primera infancia puede tener un impacto muy 
negativo en el desarrollo del lenguaje, en el aprendizaje y en la integración social. La 
manifestacion tardía, en la etapa adulta, afecta a la calidad de vida, pues favorece el 
aislamiento social (Petit et al., 2001; Kalatzis & Petit, 1998).  
 
La hipoacusia se puede originar por diferentes causas, que incluyen factores 
genéticos, factores ambientales o la combinación de ambos (Kalatzis & Petit, 1998). 
Entre las causas ambientales destacan las infecciones prenatales (citomegalovirus, 
herpesvirus, rubeola, toxoplasma), las infecciones postnatales (meningitis bacterianas), 
el sufrimiento fetal, la hiperbilirrubinemia, los fármacos ototóxicos (Guilford et al., 1994; 
Kalatzis & Petit, 1998; Kochhar et al., 2007) y la exposición al ruido excesivo (WHO, 
2005). 
 
De acuerdo con la gravedad de la pérdida auditiva, la hipoacusia puede ser 
clasificada como: Leve, (entre 21 dB y 40 dB), Moderada (entre 41dB y 70 dB), Severa 
(entre 71 dB y 95 dB) y Profunda (pérdidas mayores de 95 dB). De acuerdo con la 
edad de manifestación, se puede clasificar en: Prelocutiva, con manifestación antes de 
la adquisición del lenguaje, y Postlocutiva, con manifestación después de la adquisición 
del lenguaje; en general es menos grave, pero suele ser progresiva (Smith et al., 
2005). La hipoacusia puede ser también clasificada de acuerdo con la localización de 
la lesión, como: Conductiva, cuando la lesión se localiza en el oído externo y/o en el 
oído medio; Neurosensorial, cuando las lesiones se localizan en el oído interno, nervio 
auditivo o en centros auditivos corticales del cerebro; y Mixta, que es la combinación de 
hipoacusia conductiva y neurosensorial (Smith et al., 2005). La sordera puede 
manifestarse como uno de los signos clínicos de una enfermedad más compleja 
(sordera sindrómica) o de manera aislada (sordera no sindrómica) (Kalatzis & Petit, 
1998).  
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3. Epidemiología genética 
 
De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, en el año 2005, unos 278 
millones de personas presentaban algún tipo de pérdida auditiva, de moderada a 
profunda. En los países desarrollados, se estima que la hipoacusia tiene una incidencia 
de aproximadamente dos casos por cada mil nacimientos (Morton & Nance, 2006) y 
que 60-70% de los casos son de etiología genética (Petit et al., 2001; Morton, 2002). 
Aproximadamente el 70% de las hipoacusias genéticas prelocutivas son no 
sindrómicas,  siendo sindrómicas el 30% restante. Se han descrito más de 400 tipos de 
hipoacusias sindrómicas (Van Camp et al., 1997; Toriello et al., 2004).  
 
Las formas no sindrómicas de hipoacusias hereditarias son clasificadas de 
acuerdo con su modelo de herencia: autosómica recesiva (loci denominados DFNB 
más un número que hace referencia al orden en que fueron descubiertos), autosómica 
dominante (loci DFNA), ligada al cromosoma X (loci DFNX), ligada al cromosoma Y 
(DFNY) y materna-mitocondrial. El nombre del locus se utiliza también para denominar 
al correspondiente subtipo de hipoacusia. El patrón de herencia  autosómico recesivo 
se observa en aproximadamente el 80% de los casos, el autosómico dominante en el 
20% de los casos, la herencia ligada al cromosoma X en el 1% y la herencia 
mitocondrial en otro 1% (Morton, 2002). Las formas autosómicas recesivas son 
típicamente prelocutivas, mientras que las formas autosómicas dominantes son en 
general postlocutivas (Cryns & Van Camp, 2004). 
 
La heterogeneidad genética de las hipoacusias no sindrómicas es 
extremadamente elevada: hasta la fecha, han sido cartografiados 46 loci DFNA y 28 
genes han sido identificados;  72 loci DFNB han sido cartografiados, con 42 genes 
identificados; 4 loci DFNX han sido cartografiados y 3 genes identificados; 1 locus 
DFNY ha sido cartografiado, y mutaciones en dos genes mitocondriales han sido 
identificadas (The Hereditary Hearing loss Homepage - 
http://hereditaryhearingloss.org/).  
 
Este trabajo se centró en el estudio de cinco genes cuyas mutaciones causan 
hipoacusia no sindrómica de herencia recesiva y que tienen en común el codificar 
proteínas del paquete de estereocilios de las células ciliadas. A continuación 
presentamos brevemente cada uno de ellos. 
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 4. Locus DFNB31: gen de la Whirlina  
 
El locus DFNB31 (MIM# 607084), fue cartografiado en la región cromosómica 
9q32-34 mediante el estudio de una familia consanguínea de Jordania (Mustapha et 
al., 2002). La región homóloga se encuentra en el cromosoma 4 murino, y en ella se 
había localizado la mutación responsable del fenotipo whirler (wi), que se caracteriza 
por sordera profunda y disfunción vestibular (Fleming et al., 1994,  Mustapha et al., 
2002). 
 
Un estudio posterior demostró que mutaciones en el gen WHRN humano eran 
responsables de la hipoacusia de tipo DFNB31, y que mutaciones en el ortólogo 
murino, Whrn, eran responsables del fenotipo whirler (Mburu et al., 2003). Además, se 
han identificado mutaciones en el gen WHRN en una minoría de familias con síndrome 
de Usher (caracterizado por la asociación de hipoacusia y retinosis pigmentaria) 
(Ebermann et al, 2007; Audo et al., 2011; Besnard et al., 2012).  
 
El gen WHRN contiene 12 exones y codifica la proteína denominada whirlina. Por 
escisión alternativa de exones, se generan dos transcritos que dan lugar a las dos 
isoformas de la proteína. La isoforma larga, codificada por los exones del 1 al 12, se 
compone de dos dominios PDZ en la región N-terminal, seguidos por un dominio rico 
en prolina y un tercer dominio PDZ en la región C-terminal (Figura 4). La isoforma 
corta, codificada por los exones del 6 al 12, carece de PDZ1 y PDZ2 en la region N-
terminal y sólo comprende el dominio rico en prolina y PDZ3 (Mburu et al., 2003). La 
isoforma larga es la única que se expresa en los fotorreceptores de la retina (en el cilio 
de conexión), mientras que ambas isoformas se expresan en el oído interno (Yang et 
al., 2010). Por medio de los dominios PDZ, la whirlina interacciona con otras proteínas 
cuyos genes también están implicados en hipoacusias no sindrómicas o síndrome de 
Usher: la usherina (Adato et al., 2005), la espina (Wang et al., 2012) las miosinas VIIa y 
XV (Delprat et al., 2005, Belyantseva et al., 2005), y las proteínas VLGR1b (van Wijk et 
al., 2006) y SANS (Maerker et al., 2008). Otros ligandos de la whirlina son: la proteína 
p55 que pertenece a la familia de proteinas MAGUK (Mburu et al., 2006), el canal de 
calcio Ca(v)1.3 (alpha(1D)) (Kersten et al., 2010) y la proteina RPGR (Wright et al., 
2012). 
 
La deficiencia en whirlina ocasiona defectos de crecimiento de los esterocilios 
(Mburu et al., 2003; Holme et al., 2002). En el mutante homocigoto whirler, los 
estereocilios de las células ciliadas internas son considerablemente más cortos que en 
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el ratón silvestre. Por su parte, los estereocilios de las células ciliadas externas 
presentan una longitud casi normal; en cambio, el paquete se dispone en forma de “U”, 
en vez de las habituales formas de “V” o “W”. Los resultados experimentales obtenidos 
hasta la fecha sugieren que la whirlina es un componente del esqueleto submembranar 
de las células ciliadas, un complejo de proteínas que controlan la polimerización de la 
actina y el crecimiento de los estereocilios (Mburu et al., 2003). 
 
Figura 4: Isoformas de la whirlina. 
 
5. Locus DFNB84: gen PTPRQ 
 
El locus DFNB84 fue localizado en el brazo largo del cromosoma 12 (12q21), 
mediante el estudio de dos familias consanguíneas de origen palestino con hipoacusia 
no sindrómica de herencia autosómica recesiva (Shahin et al., 2010). Posteriormente 
se descubrió que las dos familias estaban emparentadas (Shahin et al., 2010). En un 
estudio independiente, se describieron dos familias más (una holandesa y la otra 
marroquí), que también presentaban ligamiento a DFNB84 (Schraders et al., 2010). En 
estos dos casos familiares, los sujetos afectados presentaban además disfunción 
vestibular. 
 
Las mutaciones responsables de este tipo de hipoacusia se encontraron en el 
gen PTPRQ (Protein Tyrosine Phosphatase Receptor Type Q) (Schraders et al., 2010; 
Shahin et al., 2010). Este gen contiene 58 exones y se ha demostrado que codifica al 
menos cuatro diferentes isoformas, como resultado de la escisión alternativa de exones 
(Figura 5A) (Seifert et al., 2003; Schraders et al., 2010). Todas las isoformas de la 
proteína PTPRQ tienen en común una extensa región extracelular compuesta por un 
número variable (15-19) de dominios de tipo 3 de la fibronectina (FN3), seguida de un 
dominio transmembranar y del dominio fosfatasa, que es citoplasmático (Figura 5B) 
(Schraders et al., 2010). Se ha demostrado que PTPRQ es una fosfatidil-inositol 
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fosfatasa, que desfosforilaría el  fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PI(4,5)P2) (Oganesian 
et al., 2003). 
 
En ratones mutantes nulos para Ptprq, los estereocilios no maduran 
correctamente: los de las células ciliadas internas están ausentes o aparecen 
fusionados, y los de las células ciliadas externas están muy acortados. Además, están 
ausentes las uniones intermedias (shaft connectors) entre estereocilios (Goodyear et 
al., 2003). 
 
En la cóclea de ratón madura, la expresión de Ptprq está restringida a la región 
basal del paquete de estereocilios (Goodyear et al., 2003). Se ha sugerido que esta 
distribución es debida a que PTPRQ es transportada a la base del estereocilio por la 
miosina VI (Sakaguchi et al., 2008). Una vez allí, PTPRQ y la miosina VI formarían un 
complejo esencial para  estabilizar la unión entre la membrana y el citoesqueleto en la 
parte basal del estereocilio (Sakaguchi et al., 2008). Además, la actividad fosfatasa de 
PTPRQ sería responsable de mantener la zona basal del paquete de estereocilios libre 
de PI(4,5)P2. Éste participa en el proceso de mecanotransducción, y se acumula en el 
extremo distal del paquete, pero está ausente de la base del mismo (Hirono et al., 
2004), de lo cual sería responsable PTPRQ. 
 
Figura 5: (A) Estructura exón-intrón del gen PTPRQ. Debajo del ADN genómico se muestra la 
composición de exones de los transcritos conocidos. En color naranja se indica la extensión de la región 
codificante en cada uno de ellos. (B) Representación esquemática de la estructura de la proteína PTPRQ. 
Las isoformas difieren en el número de dominios FN3: 19 en las isoformas II y III, 18 en la isoforma IV, y 
15 en la isoforma I. (Adaptado de Schraders et al., 2010). 
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6. La superfamilia de miosinas 
 
Las miosinas constituyen una superfamilia de proteínas motoras que hidrolizan 
adenosina trifosfato (ATP) para producir fuerza y movimiento (Mermall et al., 1998). La 
hidrólisis del ATP genera un pequeño cambio conformacional en el dominio motor de la 
proteína que es amplificado y traducido en movimiento a lo largo de filamentos de 
actina (Mooseker et al. 1995; Mermall et al., 1998; Sellers 2000; Schliwa et al., 2003). 
Los dominios estructurales característicos de las miosinas son: a) una región motora 
en la zona amino terminal de la proteína que contiene los sitios de unión a actina y a 
ATP, y que está muy conservada a lo largo de la evolución (Sellers 2000); b) la región 
del cuello (neck region) que está compuesta de un número variable de motivos IQ para 
unión de calmodulina y de una secuencia consenso (aproximadamente 24 
aminoácidos, con la secuencia “núcleo” IQXXXRGXXXR) (Mooseker et al., 1995); c) 
una región carboxilo terminal o “cola” que difiere sustancialmente entre las distintas 
miosinas y que determina la especificidad funcional de cada una de ellas y su 
capacidad de polimerizar. Entre las miosinas no convencionales, el dominio caudal es 
altamente divergente y puede contener múltiples sitios de union a proteínas (Mermall et 
al., 1998; Oliver et al., 1999) 
 
Basándose en los análisis filogenéticos del dominio motor, la superfamilia de 
proteínas miosinas puede ser dividida en veinticuatro clases (Berg et al., 2001; Oliver 
et al., 1999; Sellers, 2000; Hodge & Cope, 2000; Thompson & Langford, 2002; Foth et 
al., 2006). Las miosinas “convencionales” o de Clase II se encuentran en el tejido 
muscular y otros tipos celulares. Todas las demás clases de miosinas son 
consideradas como “no convencionales” y están presentes en una gran variedad de 
tipos celulares. Las miosinas no convencionales tienen varias funciones que incluyen 
endocitosis, regulación de canales de iones, localización de la calmodulina, movimiento 
de vesículas y partículas en el citoplasma celular, localización de orgánulos, anclaje de 
los estereocilios (Baker & Titus, 1998; Mermall et al., 1998; Titus, 1998; Huang et al., 
1999), transducción de señal (Bahler et al., 2000) y estabilización de la polaridad 
celular (Yin et al., 2000). En el genoma humano se han descrito 40 genes de miosinas, 
las cuales se distribuyen en 20 clases (Berg et al., 2001). Se han identificado siete 
miosinas relacionadas con la función normal del oído. Mutaciones en estos genes son 
causantes de hipoacusias en humanos y ratón: Miosinas IA, IIA, IIC, IIIA, VI, VIIA y 
XVA (Avraham et al., 1995; Gibson et al., 1995; Wang et al., 1998; Lalwani et al., 2000; 
Seri et al., 2000; Walsh et al., 2002; Donaudy et al., 2003) (Tabla 1) (Figura 6). 
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Tabla 1: Miosinas asociadas a hipoacusias. 
Miosina Gen Locus en humanos MIM# Modelo animal 
Miosina XVA  MYO15A DFNB3 600316 shaker 2, Myo15ash2 
Miosina IA MYO1A DFNA48 607841 - 
Miosina IIIA MYO3A DFNB30 607101 Myo3a(KI/KI) 
Miosina IIA  MYH14 DFNA4 600652 - 
Miosina IIIC  MYH9 DFNA17 603622 Myh9Q1443, Myh9(-/-) 
Miosina VI MYO6 DFNA22, DFNB37 
606346;607821; 
306346 
Snell´s waltzer, 
tailchaser 
Miosina VIIA MYO7A DFNB2; DFNA11; USH1B 
600060; 601317; 
276900 
Shaker 1, 
Myo7ash1 
 
 
Figura 6: Proteínas del paquete de estereocilios y miosinas asociadas a hipoacusias (Schwander et al., 
2010). 
 
 
 
 
 
 
  
 
12
6.1. Locus DFNB3: gen de la Miosina XVA 
 
El gen para la hipoacusia no sindrómica congénita de herencia recesiva de tipo 
DFNB3 fue asignado a la región 17p11.2, mediante el estudio de un pueblo aislado de 
Indonesia en el cual el 2% de la población presentaba pérdida auditiva (Friedman et al., 
1995). Posteriormente, Winata et al (1995) describen por primera vez mutaciones en el 
gen MYO15A como causante de sordera. Desde entonces, más de 40 mutaciones 
patogénicas asociadas al locus DFNB3 han sido identificadas en el gen MYO15A en 
distintas poblaciones (Liang et al., 1998; Wang et al., 1998; Nal et al., 2007; Liburd et 
al., 2001).  
 
El gen Myo15a de ratón está compuesto por 66 exones distribuidos en 59 kb de 
DNA en el cromosoma 11qB2. El ortologo humano tiene el mismo número de exones 
distribuidos en 71 kb en el cromosoma 17p11.2 (Liang et al., 1998; Probst et al., 1999). 
La isoforma más larga codifica una proteína de 3.530 aminoácidos con peso molecular 
de 395 kD y constituida por una larga extensión N-terminal, un dominio motor, dos 
dominios IQ y una cola que está compuesta por dos pares de dominios MyTh4/FERM, 
además de un dominio SH3 (Liang et al., 1999). Sobre la base de la conservación de 
sintenia, se propuso el ratón shaker-2 como modelo murino de DFNB3 (Liang et al., 
1998). El hallargo de mutaciones en el gen Myo15a murino confirmó esta hipótesis 
(Probst et al., 1998; Anderson et al., 2000; Belyantseva et al., 2003). 
 
Existen dos subclases de mRNA Myo15a (Belyantseva et al., 2003). Los 
transcritos de clase 1 se caracterizan por la inclusión del exón 2, que codifica 
aproximadamente 1200 aminoácidos de la extensión N-terminal. La clase 2 sufre 
splicing del exon 1 al exón 3, con la pérdida del exón 2. Las dos clases de transcritos 
codifican proteínas con 3493 y 2306 aminoácidos con peso molecular de 395 y 260 
kilodaltons, respectivamente (Figura 7).  
 
El dominio motor de la miosina XVA es seguido por un brazo “en palanca” que 
está compuesto de dos motivos IQ (IQXXXRGXXXR), que está implicado en la unión a 
calmodulina y/o a miosinas de cadena ligera. La miosina XVA puede presentar un 
tercer motivo IQ, degenerado. El dominio caudal de la miosina XVA está compuesto 
por dos dominios MyTh4 (Myosin Tail homology 4) dos dominios FERM (F por 4.1 
protein, Ezrin, Radixin and Moesin), un dominio SH3 (Src Homology 3) y un dominio 
PDZ en la porción C-terminal (Liang et al., 1999; Harris & Lim, 2001; Hung & Sheng, 
2002; Belyantseva et al., 2003). Los dominios SH3 estan compuestos por 
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aproximadamente 60 aminoácidos y actúan en el montaje de complejos proteicos a 
partir de la unión a secuencias especificas ricas en prolina, incluyendo dominios 
citoplasmáticos de proteínas transmembranares (Kay et al., 2000).  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7: Subclases de mRNA Myo15a. Adaptado de Boger et al., 2008. 
 
Estudios de expresión demuestran que la proteína Miosina XVA se localiza en la 
punta de los estereocilios de la célula ciliada (Belyantseva et al., 2003). En ratón, 
mutaciones missense en el dominio motor y una deleción que lleva a la perdida de los 
seis últimos exones correspondientes a la región C-terminal están asociadas al 
crecimiento anormal del paquete de estereocilios, que quedan muy acortados (Probst 
et al., 1998; Anderson et al., 2000; Belyantseva et al., 2003).  
 
La proteína Miosina XVA tiene como función el mantenimiento de la organización 
de la actina en las células ciliadas del órgano de Corti. Por lo tanto, parece ser crítica 
para la morfología normal del citoesqueleto (Probst et al., 1998). Mutaciones 
patogénicas descritas en MYO15A incluyen las del tipo missense, nonsense y 
frameshift, distribuidas a lo largo de todos los dominios del gen MYO15A. Entre las 
mutaciones truncantes en el gen MYO15A y asociadas con sordera, las mutaciones 
p.E1105X y p.G112fs1124X están localizadas en el exón 2 y generan codones de 
parada prematuros antes del dominio motor (Nal et al., 2007). Este dato indica que la 
isoforma de clase 1 es necesaria para la función normal del sistema auditivo. 
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6.2. Locus DFNB30: gen de la miosina IIIA  
 
El locus DFNB30 (MIM# 607101) fue cartografiado en 10p11.1 a partir del estudio 
de una familia consanguínea de origen judío (Walsh et al., 2002). La pérdida progresiva 
de la audición tenía inicio en la segunda década de vida; hacia los 50 años, se 
presentaba ya como severa en frecuencias altas y medias, y moderada en frecuencias 
bajas. En ese mismo trabajo, se describieron tres mutaciones en el gen de la miosina 
IIIA (MYO3A) que eran responsables de la hipoacusia en la familia del estudio. El gen 
MYO3A contiene 35 exones y codifica una proteína de 1616 aminoácidos. 
 
Se han descrito dos tipos diferentes de miosina III en vertebrados: miosina IIIA y 
miosina IIIB (Dosé & Burnside 2000, Dosé et al., 2003). La miosina IIIA fue identificada 
por primera vez en fotorreceptores de Drosophila melanogaster como el producto del 
gen ninaC cuya inactivación produce la degeneración de la retina (Montell & Rubin, 
1988). En mamíferos, la miosina IIIA se expresa en la retina (Dose & Burnside 2000) y 
en el oído interno (Schneider et al., 2006; Walsh et al., 2002). En el oído interno del 
ratón, la miosina IIIA está localizada en la punta de los estereocilios en un patrón que 
recuerda la forma de un dedal (Schneider et al., 2006).  
 
A pesar de que la miosina IIIA se expresa en fotorreceptores humanos, no se han 
descrito defectos de visión en pacientes con mutaciones en MYO3A. Estudios de 
inmunocitoquímica de secciones de la retina con anticuerpos anti-miosina IIIA 
mostraron que en los seres humanos, así como en los vertebrados inferiores, la 
proteína se localiza en los segmentos de los fotorreceptores internos (Dosé et al., 
2004). La no afectación de la visión en los seres humanos puede ser consecuencia de 
una compensación de función por la miosina IIIB, que sí se expresa en fotorreceptores 
pero no en las células ciliadas cocleares. En humanos, el gen MYO3B fue clonado 
originalmente a partir de una genoteca de cDNA de retina humana y por lo tanto se 
expresa en la retina, aunque su localización celular aún no se ha caracterizado (Dosé 
& Burnside, 2002). En ratón, la miosina IIIB se localiza en los segmentos internos de 
los fotorreceptores. Dalal el at (2011) han demostrado que los dominios kinasa de las 
miosinas IIIA y IIIB murinas son activos y presentan especificidades de substrato 
similares. Estos dominios kinasa se autofosforilan. 
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La miosina IIIA y la proteina Espina1 influyen en el crecimiento de los 
estereocilios. La proteina Espina1 se colocaliza con la miosina IIIA en la punta de los 
estereocilios y la sobreexpresión de las dos proteinas causa mayor alargamiento de los 
estereocilios, en comparación con la sobreexpresión única de miosina IIIA o la 
sobreexpresión única de Espina1 (Salles et al., 2009). 
 
Walsh et al (2011) describen un ratón Myo3aKI/KI como un modelo genético para 
la pérdida de audición en la edad adulta de tipo DFNB30. La pérdida de audición en 
ese ratón mutante es progresiva, afectando primero a las frecuencias altas, seguido de 
los demás rangos de frecuencias, de forma similar al fenotipo humano. La correlación 
anatómica de la pérdida auditiva en los ratones Myo3aKI/KI es la degeneración de las 
células ciliadas externas, que progresa con la edad.  
 
6.3. Locus DFNB37: gen de la miosina VI  
 
Ahmed et al. (2003) localizaron el locus DFNB37 (MIM#607821) en la región 
6q13 mediante el estudio de tres familias paquistaníes con hipoacusia neurosensorial 
congénita. En el mismo estudio se encontraron las mutaciones responsables, que 
afectaban al gen de la miosina VI (MYO6). Mutaciones en este mismo gen son 
responsables también de hipoacusia no sindrómica de herencia autosómica dominante 
(el tipo denominado DFNA22). 
 
El gen MYO6 contiene 35 exones y se extiende 70 kb (Ahituv et al., 2000). Su 
expresión es relativamente ubicua. El exón 30, codifica una parte de la proteína que 
contiene un sitio potencial de fosforilación por la caseína kinasa II, sufre escisión 
alternativa y sólo está presente en los transcritos de cerebro fetal y adulto.  
 
La miosina VI pertenece al grupo de miosinas no convencionales (Hasson et al., 
2003). En células ciliadas del oído interno humano y de ratón, la Miosina VI se localiza 
en la placa cuticular, específicamente en el collar pericuticular (Hasson et al., 1997), 
donde está implicada en el montaje, anclaje y mantenimiento de la integridad 
estructural del paquete de estereocilios (Self et al., 1999; Seiler et al., 2004). Además, 
la miosina VI está relacionada con la sinapsis en cinta de las células ciliadas internas, 
donde interacciona con la otoferlina, una proteína que actua como sensor de calcio en 
la exocitosis sináptica (Roux et al., 2009). 
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 En el ratón Snell’s waltzer (sv/sv), una deleción de 130pb en el gen Myo6 genera 
un codón de parada prematuro (Avraham et al., 1995). El ratón Snell’s waltzer presenta 
movimientos circulares, sacudidas de cabeza (head tossing), hiperactividad y sordera 
(Deol & Green, 1966). Al nacer, las células ciliadas del oído interno del ratón sv/sv son 
normales pero, al tercer día, los esterocilios llegan a estar totalmente desorganizados y 
se fusionan para formar estereocilios gigantes (Self et al.,1999). 
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Este trabajo se centró en el estudio de cinco genes cuyas mutaciones causan 
hipoacusias no sindrómicas de herencia recesiva, y que tienen en común el codificar 
proteínas del paquete de estereocilios de las células ciliadas: WHRN (whirlina, 
hipoacusia de tipo DFNB31), PTPRQ (proteína PTPRQ, hipoacusia de tipo DFNB84), 
MYO15A (miosina XVA, hipoacusia de tipo DFNB3), MYO3A (miosina IIIA, hipoacusia 
de tipo DFNB30), y MYO6 (miosina VI, hipoacusia de tipo DFNB37). Para cada gen, 
planteamos los siguientes objetivos:   
 
1.  Determinar la prevalencia de la hipoacusia asociada, en la población española. 
 
2.  Describir el espectro de mutaciones patogénicas y de polimorfismos en la 
población española. 
 
3.  Investigar las correlaciones genotipo-fenotipo. 
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1. Pacientes y métodos generales 
 
1.1 Pacientes 
 
Fueron estudiados casos familiares y casos esporádicos con hipoacusia no 
sindrómica compatibles con un patrón de herencia autosómico recesivo, pertenecientes 
a la colección del laboratorio de la Unidad de Genética Molecular del Hospital 
Universitario Ramón y Cajal. En todos los casos se había excluido previamente la 
presencia de mutaciones en el gen GJB2 (conexina-26) y de las deleciones del(GJB6-
D13S1830) y del(GJB6-D13S1854). Se obtuvo el consentimiento informado de todos 
los participantes en el estudio. 
 
1.2 Extracción de ADN 
 
La sangre fue extraída por punción venosa y recolectada en tubos con EDTA 
5mM como anticoagulante. A partir de la muestra de sangre, el ADN se extrajo 
utilizando el robot Chemagic MSM I (Magnetic Separation Module I, CHEMAGEN) 
(http://www.chemagen.com).  La concentración y pureza de las muestras de ADN se 
determinaron a partir de los valores de absorbancia a 260 y 280 nm medidos en un 
espectrofotómetro NanoDrop 1000 (Thermo Scientific). 
 
1.3 Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 
 
El diseño de los oligonucleótidos cebadores se llevó a cabo mediante los 
programas bioinformáticos Primer3 y OLIGO4. Todas la mezclas de reacción se 
realizaron en un volumen final de 15 µl, utilizando solución tampón de amplificación 1X, 
15µM MgCl2, 0,2 µM de dNTPs, 10 pmoles de cebadores, 20-50 ng de ADN genómico  
y 0,75U de  FastStart Taq DNA (Roche). El programa de amplificación consistió en 
95°C por 5 minutos; 30 ciclos de: 94°C durante 30 segundos, 56°C/58ºC/60ºC/63ºC 
(según se indique) 30 segundos, 72°C 30 segundos, seguido de 72°C durante 4 
minutos. Además se hizo uso del buffer GC-RICH PCR System de Roche (según se 
indique). 
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1.4 Secuenciación del ADN 
 
Se empleó el método de los didesoxinucleótidos terminadores (Sanger et al., 
1977). La secuenciación se realizó directamente sobre los amplicones mediante el 
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, EE.UU). Se 
emplearon los mismos cebadores de la PCR, realizándose la secuenciación en ambos 
sentidos. Los productos amplificados por PCR se purificaron con el método enzimático 
EXOSAP-it (Exónuclease I and Shrimp Alkaline Phosphatase). La reacción se realizó 
en un volumen de reacción de 20 µl, que contenían 1,75 µl del BigDye Terminator kit 
de Applied Biosystems, 4 µl de buffer de secuencia (400 mM Tris-HCl pH 9, 10 mM 
MgCl2), 1,0 µl del cebador a 10 pmol/µl, 1,0 µl del producto amplificado y purificado y 
11,25 µl de agua destilada (milliQ). La reacción de secuencia se llevó a cabo en un 
termociclador 9700 (Applied Biosytems), con el programa siguiente: 1) 
desnaturalización a 94ºC (3 min); 2) 25 ciclos de desnaturalización a 96ºC (10 seg), 
hibridación (annealing) a 50ºC (5 seg), extensión a 60ºC (4 min); 3) conservación a 
12ºC. El producto de la reacción de secuenciación se purificó mediante la técnica de  
precipitación con etanol al 70%. Las reacciones de secuenciación se resolvieron en un 
secuenciador ABI PRISM 3130 Genetic Analyser. (Applied Biosystems) y se analizaron 
con el programa informático Sequencing Analysis v.5.1.1 (Applied Biosystems, Foster 
City, CA). Las secuencias se examinaron con los programas ChromasPro v1.33 
(Technelysium Pty Ltd) y Bioedit (Hall et al., 2007). La nomenclatura de las mutaciones 
nuevas descritas en este trabajo fue revisada mediante el programa informático 
Mutalyzer (Wildeman et al., 2008). Para determinar el grado de conservación de los 
residuos afectados por mutaciones del tipo missense se empleó el programa ConSeq 
(Berezin et al., 2004). Se utilizó el software Polyphen2 (Adzhubei et al., 2010) para 
predecir el grado de patogenicidad de las nuevas mutaciones. 
 
1.5 Genotipado de marcadores microsatélites - Análisis de haplotipos 
 
El análisis de ligamiento ofrece la oportunidad de localizar genes médicamente 
relevantes siguiendo la herencia del trastorno y la de los alelos en los marcadores 
polimórficos, para verificar si el locus de enfermedad y el locus del marcador 
polimórfico están ligados (Ott et al., 1991). Para el análisis de ligamiento, se 
amplificaron fragmentos polimórficos de marcadores microsatélites cercanos a los 
genes estudiados. Se eligieron los marcadores con mayor heterocigosidad. Para la 
detección de los alelos del individuo problema, se marcó con fluorescencia (6FAM o 
HEX) el extremo 5’ de uno de los cebadores de cada uno de los marcadores 
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microsatélites usados. Los marcadores microsatélites fueron amplificados mediante 
Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) en un volumen final de 15 µl, con 50 ng 
de DNA, MgCl2 1,5 mM (1,5mM), dNTPs 200 µM, 4 pmoles de cada cebador y  0,75U 
de Taq DNA polimerasa. El protocolo de amplificación consistió en una 
desnaturalización inicial a 94ºC durante 5 minutos, seguida de 30 ciclos de 30 
segundos a 94ºC, 30 segundos a 56°C/58ºC/60ºC/62ºC (según se indique) y 30 
segundos a 72ºC. Se realizó un paso de extensión final a 72ºC durante 4 minutos. Los 
amplificados de los distintos marcadores fueron mezclados con el fin de obtener una 
sola muestra por paciente. A 1,2 µl de cada una de estas mezclas se añadieron 0,2 µl 
del marcador de peso molecular GeneScan-500-ROX (Applied Biosystems) y 12 µl de 
formamida desionizada. Las muestras así preparadas fueron desnaturalizadas a 95ºC 
durante 3 minutos antes de ser analizadas por electroforesis capilar en un 
secuenciador ABI PRISM 3130 (Applied Biosystems). 
 
1.6 Ensayos de minisecuenciación (SNaPshot) para estudios de controles 
 
El método  de minisecuenciación (SNaPshot) es una metodología  que se basa 
en una extensión de cebador en presencia de didesoxinucleótidos (ddNTPs) marcados 
fluorescentemente. El cebador (no marcado) se posiciona adyacente por su extremo 3’ 
al nucleótido que se quiere interrogar. En la reacción de minisecuenciación se produce 
la extensión del cebador, con la adición de un único ddNTP. Se pueden combinar los 
productos de varias reacciones de minisecuenciación. Dichos productos se resuelven 
mediante electroforesis capilar en el secuenciador automático (ABI PRISM 3100), junto 
con un marcador de peso molecular interno (GeneScan™-120 LIZ, Applied 
Biosystems).  
 
1.7 Análisis de heterodúplex de ADN en dHPLC 
 
El fundamento de esta técnica consiste en detectar mutaciones mediante  la 
formación de heterodúplex de un determinado fragmento de ADN. El producto de la 
PCR sufre calentamiento a 95ºC, lo que permite la desnaturalización de la doble hélice 
del ADN, seguido de una lenta reducción de la temperatura, renaturalización gradual y 
la formación de homodúplex (fragmentos de ADN con las dos hebras emparejadas 
correctamente) y heterodúplex (unión incorrecta entre una hebra normal y una hebra 
con la mutación). A continuación, los fragmentos de ADN pasan por una columna de 
cromatografía liquida de fase reversa (dHPLC, cromatografía líquida desnaturalizante 
de alta resolución (Denaturing High-Performance Liquid Chromatography). Los 
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heterodúplex, por tener menos fuerza de ligación, eluyen en primer lugar. A través de 
un detector ultravioleta, se mide la absorbancia y los resultados son enviados a un 
ordenador que genera un cromatograma cuyo análisis  permite la detección de las 
mutaciones. Para estos análisis fue empleado el sistema de DHPLC Transgenomic 
WaveTM (Transgenomic) y el software Transgenomic Navigator (Transgenomic). 
 
2. Locus DFNB30 (gen MYO3A) 
 
2.1 Análisis de haplotipos  
 
Para el análisis de ligamiento, se amplificaron fragmentos polimórficos de 
marcadores microsatélites cercanos a MYO3A: D10S89, D10S572, D10S111 y 
D10S1775. Las condiciones para su amplificación son las descritas en el apartado 1.5 
y los cebadores correspondientes se muestran en la Tabla 2. 
 
Tabla 2. Secuencias de los cebadores utilizados para los microsatélites del locus DFNB30 
 
Microsatélite Cebador directo 5`3´ Cebador Inverso 5`3 
D10S89 AACACTAGTGACATTATTTTCA AGCTAGGCCTGAAGGCTTCT 
D10S572 CAGTGATTTTAGACAGGGATTTTA AATTATGATACTTATTGATGGGGA 
D10S111 GAAAAGTCTTAGAATTTTGCAG CCAAAGTGCTGAATTTCAGG 
D10S1775 CTCCCCTAGTTAATGGATGTAT ACAGGTATTGCTGAGTGAGA 
 
Se emplea  MgCl2 1,5mM y una temperatura de hibridación de cebadores de 58ºC para la PCR 
de amplificación de los moldes. 
 
 
2.2 Secuenciación del gen MYO3A 
 
La secuenciación de cada exón constituyente del gen MYO3A junto con sus 
secuencias intrónicas adyacentes se realizó como se indica en el apartado 1.4. Los 
cebadores diseñados para este estudio son descritos en la Tabla 3. 
 
Tabla 3. Cebadores utilizados para la amplificación del gen MYO3A 
Exón Cebador directo 5`3´ Cebador Inverso 5`3` Temp. hibridación 
 1 CCCAGTTCTTCCCCTGCT ACAGGTCCTCCGGATCTGAC 63ºC 
 2 TTTTCCCCAGATCCTGAATG CTGGCAAACCCAGAACACTT 56ºC 
 3 GGTTTGTGTGTGCCATTTGA CCTGTTTTAGACTGCTATTGTGATG 56ºC 
 4 TCTGTTTCTTTGACATTACTCATGG TCCACCCATACAAATGATGC 56ºC 
 5 TCATTTGAAAGAGAACATTGGAA TGCTTCATAATTAATGCACATACAA 60ºC 
6 TGTTTGATGCTTTTGTTAAGAGTCA AGGAAGGCCATTCGAAAAAG 60ºC 
7 GCAGGTTTGAGGAAATGGAA GGAAAGTCAAACAGGATCAGC 58ºC 
8 TGCTTGTTAAAGTCACAAATTTCA TGCAGATACTGGACCCAATG 56ºC 
9 TCTGGCTCTGCCTCTCATTT GCAGGAGGGAATATCTTTGG 60ºC 
10 AAGCTTGGGCTGAGCATTTA AAGTCCCCATTACCTCCAAA 60ºC 
11 TTTTTCCACTATGAGCAGTAATCAA TTCCCCTTCTACCAATACCC 60ºC 
12 TTGACCACAAATAATTTTTAAGAAGG TGGATAAAATTTTCTGGCATTCA 56ºC 
13 TTCAGGACTTAAATAAAAACAAAAAGC TGTGAGAAGACCTTATCCTCAAAA 60ºC 
14 TCAGGTAAGAAGAGTCTCCCATTC TTTCTGATGGGACAGAGAAAAA 56ºC 
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Exón Cebador directo 5`3´ Cebador Inverso 5`3` Temp. hibridación 
15 TGCCAATATATCAGGAACATGC GTTTGCTTCTGCTTCCTCCA 60ºC 
16 TGTCAAGTAACTTAAGCAAGAAATG AAGTCTAAAATTAAGGGAAAAGTGAA 58ºC 
17 TTTCACTTTTCCCTTAATTTTAGACT TCACTCAATAAATGCTCTTAACATTAG 58ºC 
18 CCCAGCCATAGTCACTGGTT AAGATTTGAAAGATTTCAGTTTTGA 58ºC 
19 TTCATTTTTGGGGAGTGACC TCACCTGACATTTGGGAAAA 58ºC 
20 TCCCTGTTTTACATTACCTCTTCA TGGTTAAGGTCCTGCTTCATTT 58ºC 
 21 CAAGGTCAAAGGGAGCAATTT TATGCAGGCTTTGTGACAGC 58ºC 
22 TGCACATTGTCCTTTTTATGG AAAGGCTAAGGAGAAACTCAGTCA 58ºC 
23 GATGATGGTGAGGAGGAGGA TTGGGCTTCAGAAAACTTCC 58ºC 
24 TGGGAAAAATCATCTAGCCATT ACAAATATTGCCATCATACCG 60ºC 
25 CCTGAAGGAAAATGCCACAT GCACCCCTAAGCACAATACA 60ºC 
 26 GGCCTACAAGCTCATACGTTTT ATGCCTCCCTCCTAGACCTC 60ºC 
27 GGGAACCACCAAGCTACAGA AATTCTCAGTGAACCCAGCA 60ºC 
28 GCACAGCACATAACTGCTTCA TGGAGGTTTGCCTGTAAGAA 60ºC 
29 ATGGTCAAAGCCACCATTTC CAAGAAAGGCTGTGAACATTATTCT 60ºC 
30A TCTCCCACCGGTATCTAGCA CCATGCTGTTTGCATTTTGA 60ºC 
30B TGTGAAGAGTCAAAAGCAGCA TTGTATAGTTCCCAGGGACTTTTATT 60ºC 
31 GTGCCTGCAGAACTCTCTGT TTTCCTTCCCATTCAGGAAGT 60ºC 
32 TCCCAAAAGGAAAACATCACTT TGATGGCTCCCATCTGATAGT 60ºC 
33 TTGTATCCACTTGCTTATTTCTAACTT TTGAACACATGGATTTTTATTTTTG 60ºC 
34 AGAAAATTAGATTGATGCAATGG TTGTGAGTATAAAACTGCAAATGATG 60ºC 
35A GCTCACTGTGGTGAGGTTGA GGTCTCTTGTTTCGGAGCAC 60ºC 
35B GTTCAACGAGGCAGTCACC GGGGAAAATGAGGGATCAGT 60ºC 
 
En todas las reacciones se empleó MgCl2 1,5mM. 
 
3. Locus DFNB31 (gen WHRN) 
 
3.1 Análisis de haplotipos  
 
Para el análisis de ligamiento, se amplificaron fragmentos polimórficos de 
marcadores microsatélites cercanos al gen de la whirlina: D9S155, D9S1855, D9S1824 
y D9S289. Las condiciones para su amplificación son las descritas en el apartado 1.5  
y los cebadores correspondientes se muestran en la Tabla 4. 
 
Tabla 4. Secuencias de los cebadores utilizados para los microsatélites del locus DFNB31 
Microsatélite Cebador directo 5`3´ Cebador Inverso 5`3 
D9S155 TCCTCACTCTTCCCTCCATC TTCCTTGAGTCAATCCCTGA 
D9S1855 ATAAGGCTGCTTTTTGCG GATTAGAGGTGTGAGCCACTAC 
D9S1824 GTGTTCTCCAGAGAGACAGAGC TCCTAATTGTGTGAGCCAATG 
D9S289 TGCATTAGAAAACCTTCCA CCCAGCCTATTTGCAT 
 
Se emplea  MgCl2 1,5mM y una temperatura de hibridación de cebadores de 58ºC para la PCR 
de amplificación de los moldes. 
 
3.2 Secuenciación del gen WHRN 
 
La secuenciación de cada exón constituyente del gen de la whirlina junto con sus 
secuencias intrónicas adyacentes se realizó como se indica en el apartado 1.4. Los 
cebadores diseñados para este estudio se muestran en la Tabla 5. 
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Tabla 5. Cebadores utilizados para la amplificación del gen WHRN 
Exón Cebador directo 5`3´ Cebador Inverso 5`3` 
1 CCCTAGGATCCAGCCACTGT GCTGTGCCACTCTGTTCCATA 
2 CGGCACCTCCCTTCCTCTAA TGGAATGCGGTCACGAGATC 
3 GGGCCTCCTTGCCAGTCG ACCTCCAGCAGAGCAATCAGCA 
4 ATTGGGATCTGGGCTGTGAAGT CTCTGCTCGCTCCAATCTCCA 
5 TTGCCCACGCCCATTTGAT CCTTATCTGCCCACCCCCC 
6 AAGGGCAGAGGGGGAGTGG AGAACCTACAAGGGGTCAGGCC 
7 GCCAGTCCTTTGGGGGTAGC GAGTGAGACCAGCCTGAGTTCGA 
8 GCTCACTTTGCTTTCTCGTCCAT AGTTTCTTAGCCTCTCTGTGCCTCA 
9 CTGCTCGGCCTCCCCTCT TGATGACACAGTGAAGGGGGG 
10 CCAGCCTCCATCTCCGTCAC CTGGAGGAGCACTGGATTAGGAA 
11 TGCTTGGCTTAGTGCGTTGC CCACTTGCCATCTCTCCCTACC 
 12 CAGCTTTCCTAATCCGAGAAGTGGA TGTGGGGAGGGGTGGGC 
 
Se emplea MgCl2 1,5mM y una temperatura de hibridación de cebadores de 60ºC para la PCR 
de amplificación de los moldes. 
 
4. Locus DFNB37 (gen MYO6) 
 
4.1 Análisis de haplotipos  
 
Para el análisis de ligamiento, se amplificaran fragmentos polimórficos de 
marcadores microsatélites cercanos a MYO6: D6S1589, D6S1622, D6S1031 y 
D6S1596. Las condiciones para su amplificación son las descritas en el apartado 1.5 y 
los cebadores correspondientes se muestran en la Tabla 6. 
 
Tabla 6. Secuencias de los cebadores utilizados para los microsatélites del locus DFNB37 
Microsatélite Cebador directo 5`3´ Cebador Inverso 5`3` 
D6S1589 CCCTCCACATACAGTGAAAG ATGCTTGCTTCAGCCAAT 
D6S1622 GTGTATCTTAGAATGATGGCATCTT TTATGTGACAAAGCACCAACTAT 
D6S1031 CCTGATGGTCATGTGTCTGA CGCTCATTTTATCTACCTAACC 
D6S1596 GACCTCCCCAGTCACA CCATCACCTTACAGTTACCA 
 
Se emplea  MgCl2 1,5mM y una temperatura de hibridación de cebadores de 58ºC para la PCR 
de amplificación de los moldes. 
 
4.2 Secuenciación del gen MYO6 
 
La secuenciación de cada exón constituyente del gen MYO6 junto con sus 
secuencias intrónicas adyacentes se realizó como se indica en el apartado 1.4. Los 
cebadores diseñados para este estudio se muestran en la Tabla 7. 
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Tabla 7. Cebadores utilizados para la amplificación del gen MYO6 
Exón Cebador directo 5`3´ Cebador Inverso 5`3` Temp. hibridación 
1 GGCGCTCCGTAGCCGTGAC TCTCGCGTTCCCTGGCCC 60ºC 
2 CATGGGCAGATGTGTTTGTT GAAAAAATGGTGCCCTATGATA 60ºC 
3 ATTGTTCTGTTTTGGGGTTAATGA TCATGTGAATGAAGGAACTCGAG 56ºC 
4 TTTTCCCTCTTGAATTGTGCTTT GCTTGATCTGAGCCTCTTGAATAG 58ºC 
5 CAGGGAATATTTAGGACTGATTTG GCAAGTATTTTACACAGGGTGAG 60ºC 
6 GCCACAGCCCATAATATCAAGACA TGTCACCACCACAGCTCACTGTAG 56ºC 
7 CCACACCTGACCCCAAATAG TTTTAGTGGTCTGGAATGTTCTTC 58ºC 
8 TCCGTCATGCTAATTTTTTGAT ACCATCTAAAAGCTCCTTTCACA 60ºC 
9 TTGTTTTTTCCCCTTTATTTGGT AGTTCGAGAGCAGCCTGGG 56ºC 
10 AATTCTTCATGGTTGGCACTATT ATCTAGTGAAGTGACAGGTTCTGG 58ºC 
11 TTTTTGCATGTTATATAGTGCATT CTTTATATGCAGTTTGCTTAAAAA 60ºC 
12 AGTACGGGTGTTTGACAAGGATAG TTGCAGTTTGTCAAGGAAAAACA 56ºC 
13 GTTTAGGTGCACTCTGTGGCATT TCGTGGGGATTRGTTTTGATGATA 58ºC 
14 GTTAACATGTGGCTTACATTTTATA TGTGGATGGATGGTGTATAACG 60ºC 
15 TTTTTGGAAAACCATTTAAGGCTA TTCCACCAAGACTTCAAAGGTATC 56ºC 
16 TTCTGATCAGTCCTTGAAATCTGT CAGCACAGTATCTTCCTTAGATGG 58ºC 
17 AGGCATACTCAATACATAAAAGCAG CACTAGCCACACTTCAGGTGC 60ºC 
18 TCACAGAAAGTTCCTTTGGACAGA GAAGTTCAAGAGCAGACCCTGC 56ºC 
19 GTTAAACTGGAATGTGTTGTATTTG TGAAAATAAGTGGTAATAGTGGAGA 58ºC 
20 TGAAAGTTGCAGGTATTCATAGAAA AGTCCCAGCTACTTGGGTGG 56ºC 
21-22 AAATTATTTTGGACTTCCGAAC ACAAATAGTTGGGGTTAGTGAATAT 60ºC 
23 GCCAAGGCCTATGTAATTGACATG GAGACTTGTTCACACTGGGTCCC 60ºC 
24 TCATGTTTCTTGAGCATTACTTTG AGGTTTTCTCATGTTCTTTGTAAAA 58ºC 
25 TTTTATAAATGAAAAATCTGCCAAA AGACTCAATGATGGCAAGTACATG 56ºC 
26 TTGTTGTGCAACAGAAGAAATAAGCT TTTTGTGACAGGGTCTTGCTCTGT 60ºC 
27 TGCATTCCCAATCTGTTACCTTT ATCACGAGGTCAGGAGATCAAGAC 60ºC 
28 GGCAGTTATGCTTTCCCTTTATTTT TTCTGAAGGCCCTGATATATTTGAG 58ºC 
29 AACACAAATTTGCACAATCCAGATTT AATGCTCTTGTATGGTGCTCAATCA 56ºC 
30 CTGTGTGTTACGGCTAGATTTGTTGA TTTGGACCAGAACCTGTTACATGAG 60ºC 
31 GCATGCTTTCTTGCCTCTTTAGTC TCTGAATCTTTTGGTCCATGAATG 60ºC 
32 ATTCCTTCATATAAAAGACCTGTTT GGGTAAAATGTCCCATATAAATTT 58ºC 
33 AAGCAGCACCTGCTTTTAGGTA AACTGGAAGATGGGTTAAAATACTTT 56ºC 
34 GTGGTATGTGTGTGTTTGTGTTGG CATAAACTCTCTGAATGAAACATTC 60ºC 
35 GGTATTTCAGGCATACAACTGGTAAGA GTGTGTGCCCCCAGATTTAACC 60ºC 
 
Se emplea  MgCl2 1,5mM para la PCR de amplificación de los moldes. 
 
5. Locus DFNB84 (gen PTPRQ) 
 
5.1 Análisis de haplotipos  
 
Para el análisis de ligamiento, se amplificaron fragmentos polimórficos de 
marcadores microsatélites cercanos a PTPRQ: D12S1684, D12S1347, D12S1708. Las 
condiciones para su amplificación son las descritas en el apartado 1.5 y los cebadores 
correspondientes se muestran en la Tabla 8. 
 
Tabla 8. Secuencias de los cebadores utilizados para los microsatélites del locus DFNB84 
Microsatélite Cebador directo 5`3´ Cebador Inverso 5`3 
D12S1684 GCCTCAGTTATGAGCCAATAAATTC GTAAGCCTGGTAACATTTGTGGAC 
D12S1347 TGTAACAAACCTGCATGTTCTGCAC AAATCCATCCACATTCAAGGGG 
D12S1708 GGGAACTTATGTCAAGGCTAGGA GATCTAGTGCTCAAGAGGTTTTCAA 
 
Se emplea  MgCl2 1,5mM y una temperatura de hibridación de cebadores de 58ºC para la PCR 
de amplificación de los moldes. 
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5.2 Secuenciación del gen PTPRQ 
La secuenciación de cada exón constituyente del gen PTPRQ junto con sus 
secuencias intrónicas adyacentes se realizó como se detalla en el apartado 1.4. Los 
cebadores diseñados para este estudio se muestran en la Tabla 9. 
 
Tabla 9. Cebadores utilizados para la amplificación del gen PTPRQ 
Exón Cebador directo 5`3´ Cebador Inverso 5`3` Temp. hibridación 
1 CCATGGAATATAGCCCAGC TGGGTATCTATAGAAAGAGAAACTG 58ºC 
2 CTGCTTTATCATGAAGGAAATC TTTCCTGCAGAGAAGGTACTG 56ºC 
3 TTCTGTTACGTTCCATTGCC CGAAGTGCTGGGCTGAC 60ºC 
4 GTGGAAGAGCCAGGACTCAC CGGTGAAATTGCACAGAAAC 58ºC 
5 TGTATAGCCTGTCAGAATATCTACC TTTACTGCAGGCACATAATACC 58ºC 
6 AACTGTCATTGAATGTGTAAACAAC TGTAAGAATGCAGTAATGTTGG 56ºC 
7 TGCTGAAACCAACATTACTGC TTGTGATAACCCATACCAAGG 58ºC 
8 TTTATTCCCAAAGGCAGATG CGTATCAACCCATCACCTAAG 58ºC 
9 TAGAGTCAATTCCTGAGGGC AGTTATTCTGATCACACTGTAGTCC 58ºC 
10 GCAGCAAATTATTTCCATGATAG TCATTTCTAATTAGGCATTGTCC 58ºC 
11 TCAAGGTTATTGGTTCAGCC ATTATCCTCCAGCACCACC 58ºC 
12 GGAAGGATCACAACCTCTACC CAACCATAATCATGCTTAGCC 56ºC 
13 TTGGGAACTAGAGAGAATATTGTTG AATCTGCAGAACAGCCCAC 58ºC 
14 TTATTGTACTCAGTGATTTCTAACAAC CACCAATGCTGAAACTTAACAC 56ºC 
15 TAGCTTGCTTGCTTTCCAGA TGCCAGTATAAGTATTTCCATCCA 60ºC 
16 TGTGAACTCATATTGCTCTTTGG AAAATGAATGAAATGTTTGAACACTAA 60ºC 
17 ATCTTTGGCATTTATCTTATGG TAAGTGGCCATGCTACTGAG 57ºC 
18 AAGGAAATAAGAAATTTATCCCAAC TCCTTGCTCCATGGTGTATC 57ºC 
19 AAAACTGCAGACATAAATGGG AAGAAACCCTTGATGGGATG 57ºC 
20 AAGCGCGATATTTTATTTTCC TGACTTTCCTATTGTTTGCTTC 56ºC 
21 TGTACTTAAATGTGAACATGATTGC TTGCTTCTAATATCATGTTTTACCAAT 60ºC 
22 AAATTGTGAACTAAGAATTTAGGC AAATTGTGAACTAAGAATTTAGGC 57ºC 
23 CTTGATTTAAGTCATGAAGTGTAACTG GCACTGGTGGTTTAAATGAACTT 60ºC 
24 TGATTGTGAAGCCAAACACC AAAAAGTATCACAGTGTACAACAGCA 60ºC 
25 AATGAATACGGAGAAATCAGG AGTATATAAGGCACAGGGAGATG 57ºC 
26 ACTGCAATTATTTGGAAGCG CGGTTCTAGGGGAAGAAAAG 57ºC 
27 TCACTGCCTTCACTTCATGC ATGGCGATTATCAGCTTTGC 60ºC 
28 CAGTGACAATTTCAGCAGAATAGA TGTCATTATAAATGCAAATATCCAA 60ºC 
29 TGACAGCCATTTCATAGTTTGC ACGTGTGTTTCTTGGAATGTT 60ºC 
30 TGTGCATTTCCATGTTAACTTTTT TCAGGTTCCTAATGTAGCACCA 60ºC 
31 GTGTGCTCAAAAAGTATTGTTAACTT TTTTTCTGGGCAGGATTTTT 60ºC 
32 AAATTCAGGCCATTTCAGACA CAATTTCTTTTACTGTGACAAGTCTGT 60ºC 
33 TGTCGATTTTCCTAAAACAACAT CGGATGTTAGCAGTTTTCTTGA 60ºC 
34 TGTTTGCCACATCTGCATTT AAATGAAAAGAACAACAATCTGCTT 60ºC 
35 TCCCATTATGATTGAATCCTCTTT CGCTGCAACAGTGAAATTGT 60ºC 
36 AGTCACGGTGCTATTTTTATGTT CCATTTTCCTCCTATATGTCAAAAG 60ºC 
37 TGAGCACACTCTATGGCACA AAACTAAGAAAAGGAAAAGAAAGGTG 60ºC 
38 TGACTTTTTAAGCACACATTGAAA TTGCAGGTGGTATTGACACAA 60ºC 
39 CCGGAAGCATCACTCTAAGG GTTCAGTGATTTTACACACAATTAGAT 60ºC 
40 TTATTGTGCTGTAGCAAGTACTAATTC GGTTCCAAATCTTGTATTATTAACCA 60ºC 
41 CAGATTTCAAGTGCTGCTTCC GAAAGCCAGCTAAATCTCAGTCA 60ºC 
42 TCTTTAAAAACAGAAGTTCAAAGCAA TGCCAAGTTCATAAACTGACATT 60ºC 
43 ACTTCATTGTTAATGTTCTTCCTACA GGCTTGTCTACATCCTTATTTCAA 60ºC 
44 AACTGCATGAAAGGAGAAAGATT GCACTCAGTAATCTACACTCCACAA 60ºC 
45 TGCATCGAGAGTCCCCTTAT AGGCAGATGGATGGATGAAA 60ºC 
46 TCATCTTGTAAATTCATTTTCTTTTGA TCCAACTTTGATAAATATGTTGAGATT 60ºC 
47 TTGGGATTCAAAATAAGATTCCA AATGCCCATAAAGCATCCTG 60ºC 
48 TCAGAGAGGTGATTTTAACAAGGA CCCTCTGGACCACAGTTCAC 60ºC 
49 GGCATAGCACATTTTACATTATTGA CAAACATACAAAAAGTGAATCACACA 60ºC 
50 TGATTTTGGGGATGTCCATT GAAACGACTGGAGGTCTTGC 60ºC 
51 TGACCTTGTTTCCACAGTTATGA GGTAGTCACTGCCAATAAAATACA 60ºC 
52 TACCGCCATCTGTGAAATTG AATTTGTTGTTTTAAGTAATTGGAAAG 60ºC 
53 TGCATTGATCGAAAACTAAAACA CAATCGTAAAACAACATTTGTAAAACA 60ºC 
54 CTGTGAGTCATCAATAACCTGGA TCATATTTTATATCATGTTCTCTCGTC 60ºC 
55 AAAACTGGGACTATTGCCTTCA AAGACCAATGGGTTCAAAGG 60ºC 
56 TCAAAATGAACAACCCTTTGC GATCTCCCATGTGGAAATTCT 60ºC 
57 TGAATTCAGTACTGCTTTTAGCTTT TGTTCTTACCGTAGGTGGTAAAC 62ºC 
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58 TGGGCTAATAATACCCTTTCTGTC TGCACATTTCAATTCGGAAG 60ºC 
Se emplea MgCl2 1,5mM para la PCR de amplificación de los moldes. 
 
Hemos diseñado un ensayo específico de minisecuenciación para la mutación 
p.Arg2377* hallada en el gen PTPRQ, utilizando el cebador 
5`GGGATTGCATGACTGTT3` y como molde el amplificado por PCR del exón donde 
se localiza la mutación. 
 
6. Locus DFNB3 (gen MYO15A) 
 
6.1 Análisis de haplotipos 
 
Para el análisis de ligamiento, se amplificaron fragmentos polimórficos de 
marcadores microsatélites cercanos al gen MYO15A: D17S953, D17S2196, 
D17S1794,  D17S1871 y D17S2207). Las condiciones para su amplificación son las 
descritas en el apartado 1.5 y los cebadores correspondientes se muestran en la Tabla 
10. 
 
Tabla 10. Secuencias de los cebadores utilizados para los microsatélites del locus DFNB3 
Microsatélite Cebador directo 5`3´ Cebador Inverso 5`3 Temp. hibridación 
D17S953 ACTATCCGCCCAATACA AAGGGCTTGCTTTGAC 60ºC 
D17S2196 CCAACATCTAGAATTAATCAGAATC ATATTTCAATATTGTAACCAGTCCC 52ºC 
D17S1794 GGTAGAGATGGGTTTCACCA GTGTGTCCAGACTTTGACGA 58ºC 
D17S1871 CGTGGCCTATTATGAGACTTC GATTTAGGTAGGGTTCTCCAG 58ºC 
D17S2207 TATTCTTACCACCTCCCCTG CAGGACCTGCTAGTGCAGG 60ºC 
 
Se emplea MgCl2 1,5mM para la PCR de amplificación de los moldes. 
 
 
6.2 Secuenciación del gen MYO15A 
La secuenciación de los 66 exones constituyentes del gen MYO15A junto con sus 
secuencias intrónicas adyacentes se realizó como hemos indicado (aparto 1.4). Los 
cebadores diseñados para este estudio se muestran en la Tabla 11. 
Tabla 11. Secuencias de los cebadores utilizados para MYO15A 
Exón/Amplicon Cebador directo 5`3´ Cebador Inverso 5`3` GC Rich 
 Buffer 
1 AGCTGCTCACTCCTTTCCAG AGACCCCAAGGACTCTAGGC - 
2.1 TTCCCCATCCTGGTAAACAA AGAAGCCGTCCTTCATGGT 3µL 
2.2 GTCAAAGCTCATGACGCAGA ACGACTACTACGACCGGCAG 3µL 
2.3 CAGGACCTGGGCGAGTATTAT CCTTTGTGTACCCCTGGGTA 3µL 
2.4 GTCCACTACACCGTCCCCTA AGGTCCAAGCTGTCCCTC 3µL 
2.5 AGCAGCAAGGCATGGATAAG CTTTCTGGGGCTTCCTCAC 3µL 
2.6 AAGAGGACGAGGAGGAGCTG CTCAGGGGCAGCCAGAAG 3µL 
2.6.1 AAGAAGACGCTGTCGGAGAA CAGGACCCTCTCCCACTGG 3µL 
2.6.2 CAAACGCTTCGGCTACAAG ACCTACTAGCCTTCCCAGGG 3µL 
2.6.3 CCCCCGACCTACTAGCCTTCC GGCTACTGCTCACCCTTGG 3µL 
2.6.4 GGAGGCGAGCTTGGTCAC GCTGTGAAGCCGCAAGTG 3µL 
2.7 GCTGTGAAGCCGCAAGTG GCAAAAGACATTAAGGCCCA 3µL 
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Exón/Amplicon Cebador directo 5`3´ Cebador Inverso 5`3` GC Rich 
 Buffer 
2.8 CAGCACCTCCCAAGGATG GCAAGAGAGACAGCCTGAGG 3µL 
3 CTCCCCAACAATGGTAGCAG ATGGTGACCCCTTGCTGAC - 
4 ACTGAGTTGGGGAGGGAGAC TAGGGCCCACAAGAGAAATC - 
5 TAGGGGAGGGAGGGACATAG AAAGAGGGGCCCAAGAGAC - 
6 ATTGGCTGTTTGGCTGGATA GCTACCTAAGGTCCCCCATT - 
7 CGAAAGGTTGGAGCTCACTC AGCCTCCTCATCTTCCTGGT - 
8 TCCTGGAGAGAGTGGTGGTC ACGCATTTTCCTGGACAGAC - 
9 GAAGGCTCATGTCTGGGTGT AGACACTGCAAGGCTTTTGG - 
10 AGCCTTGCAGTGTCTTCCAT GGCCAGGCTCTGAGTATCTG - 
11 AGGCTTGGGCTTGTATGTGT CACTCCATCACTCACAACTCG - 
12 GCAGAGCAGGACCTGGAG AAGACGGCCAAGTCCAGAG - 
13 GACTACTGGCATGAGCCACA CTTTGTTCGAAGGCCAGATG - 
14 TCCATGATCCCACTCCCTTA GAGGTGGTGCTGGTGTGAG - 
15 CTGTGGATGCCAGGTGAG CCCTCAGCCTCCTACACG - 
16 GCTGAGCTCCAGCTTTTTGA TATTAATGGGGCCCACACAC - 
17 GCTCCTTCAGATTCAACATGG CTGACTAGGCTCACACAGTGC - 
18 CCAGGAACAGGGTGTCCA TCTCCAACAGCTAGCAGCAC - 
19 TGGGGACCATAGAAGTGAGG GTGGGAGGCGAGGCTTAC - 
20 GACCCTGCCTGTCTGTTTTC GGTCATGAGGTGGGTTAAGG - 
21 ACCCAGCCTCATCCTTAACC TCTCTCAGAGGCCTCAGCTC - 
22 CCAATGTGCAGACTCCCTCT GTTGGGCAGGGATTTGTAGA - 
23 GACACCTCGGGTAGGTCTCA GGTCTCCAAGGGCTGACTGT - 
24 TGGCTCCTATCTGCCTCAGT CGAGCCTGACCATAGGTCTC - 
25 GCAAGGGCCTCTCTACCTTT TAAGTGCCCTTTCCCCTTCT - 
26 GTGCCGGTCGTCACCTCT CCTAGAGGGACAGTGCATGG - 
27 GAGGTGGGTGTGGGTCTG TGGAAAGAGGAGGGAATGC - 
28 CCCAGGCAGATCAGAGCAG AATTGGTCAGCGCCTATCAG - 
29 AGAGCAGTGGGTCCAGATGT AAGACTGGGAGCCTCATGG - 
30 GGGGACTGGAAGGAACAACT AGATCTGACTCCTGGCCTGA - 
31 GCTTCAGATCCTTCTTGATCCT GACTCCCACTGCCCTCACT - 
32 CCAGGGAAGTGAGGCTACAG CCCACAACATTCCAGGTACA - 
33 CCCAGGTAGTGCCTGATGAC CTGGGAGTGGCCATCTGT - 
34-35 AAAAATTTGGGGGATTCTGG GTGTACATGCTGTGCCTGCT - 
36 CATGGAACCTTGGGAGTACAA TCTAGCACACCAGCAAGTGG - 
37 CCACTTGCTGGTGTGCTAGA AGGCAGGTCCATTCTCCAC - 
38 AGCCTTCATCCACAAACAGG CAGCTTGTGTCTCCAAGCAA - 
39 ATCTGGAGTCCCAGAGAGCA GAGCGTAGAGTACCGGACCA - 
40 TTGTGGCCTCACCCTGTT GCCATGATGGACACTCAGGT - 
41 TGGGAAAGGGAGACTCAGTG GAGGCCCCTCTTTGTCTTCT - 
42 CAGGGATCCTCAGAAACCAG GTGCCCACAGACTTCCTCAT - 
43 AGGTGCCTTCTCCTGACTCC CCCAAGTCCTAGACCCTCCT - 
44 CGGACAGTACCCACTGAAGC GGGAGGGGGAGATTCAATAA - 
45 TACAGATGACCCCACTGCTG CCCATCAGTACCCCTCCTCT - 
46 CTGGTCAGATACCTTCTTGCTG TCCTCTTGTCTCATCCCTGAA - 
47 CCCCTACCTGTCCAGAGGAT ATGCCGATGCCAGTCTGTA - 
48 ATAGGTGGAAGGAGGGCATC GGTGGAGGGAAGATCTGTGA - 
49 CTCTGGGAGTGGGGTGATAG AGGCTCGGGTCAGCATCT - 
50 CACCTCGAGTGGGTCAGTG GTATGGGGTTCCAGGTTCTG - 
51 GGACCCCCTTAGTCACAAGA CTTCCCCCTGGTCTACCC - 
52 CAGTTTTGACCGAAGGGCTA GTTTGGATGGCAGCAAGAAG - 
53 TCCCATGTGGAAAAGGATGT CCCCTGCATCACCATTTTA - 
54 TCATATGGCCTTGGAACACA TGAAGATCAGGGAGGAGTGG - 
55 GGGTTTGGTGGGTCTGAGT GAACCACAGAGCAGGAAAGG - 
56 TGCCCACCCTGTTCTTATGT ATGGACACAGTGAGGGGATG - 
57 AGGAGGCTCTTGGCACACT AGTCCCCAAGGGAGAAGCAT - 
58 AGAGAATGCAGTGGGCTCAT GCCTCCCATTCATTTTGAAC - 
59 GGTCCAGGTGCTCAAGTGTT AGTACCTGGCTGCAGGAGAC - 
60 ACAGAGGTCAAGCCCAACTG CCTGACTTGGGCCCTAAAAT - 
61 AGATTGGGGTCTGCACACAT GGAGCCTAGAAGGTCCCAGA - 
62 GTCCCCTGCAGCCAAGTG GCAGGGTTGCCTGTCCAC - 
63 ACAGTGAGGATTGCCTGAGC AAAGCCCCCTATGATCACCT - 
64 CCATGGCTGTTGTCAGTGAG GAACAGAGGGTGGCGATG - 
65 GCAGGGGTAAGAGTGGTTGA CCAGTGAGTGGAATGTTGGA - 
66 TCTGTACTTCCCACCCCAAG TGAGGCCACACAGTGAGTCT - 
 
Se emplea MgCl2 1,5mM y una temperatura de hibridación de cebadores de 60ºC para la PCR 
de amplificación de los moldes, con excepción para: exón 57, exón 62, fragmento Exón 2 
Seg6.3 y fragmento Exón 2 Seg7 donde la temperatura de hibridación ha sido de 62ºC. 
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7. Análisis de heterodúplex de ADN en DHPLC para el gen MYO15A  
 
Para completar el estudio, se realizaron análisis de heterodúplex de ADN en 
DHPLC con el objetivo de buscar mutaciones en heterocigosis en individuos afectos en 
cuya familia no hay antecedentes de sordera (casos esporádicos). En este trabajo, 
para los análisis en DHPLC del gen MYO15A fueron utilizados los mismos productos 
de amplificación PCR descritos anteriormente, con los mismos cebadores (Tabla 11), 
empleando las condiciones descritas en la Tabla 12. 
 
Tabla 12. Condiciones para DHPLC para el gen MYO15A en casos esporádicos 
Exón Temperatura Timeshift 
2.2 64.6 0.54 
2.3 62.0 0.2 
2.4 63.9 0.3 
1 63.0 0.5 
3 63.5 0.2 
4 61.8 0.2 
5 62.5 0.2 
6 59.5 0.2 
7 62.8 0.5 
8 - - 
9 61.8 0.31 
10 62.8 0.21 
11 61.2 0.21 
12 63.2 0.19 
13 58.9 0.39 
14 63.9 0.4 
15 63.7 0.36 
16 61.2 0.34 
17 62.5 0.4 
18 62.5 0.33 
19 61.7 0.36 
20 64.5 0.4 
21 61.4 0.21 
22 61.3 0.28 
23 62.7 0.39 
24 61.9 0.6 
25 61.9 0.31 
26 - - 
27 65.0 0.3 
28 62.9 0.8 
29 62.5 0.27 
30 63.1 0.48 
31 61.8 0.39 
32 62.2 0.5 
33 63.4 0.57 
34 - - 
35 - - 
36 63.5 0.36 
37 63.5 0.28 
38 64.8 0.4 
39 63.5 0.28 
40 63.8 0.27 
41 62.4 0.36 
42 62.4 0.36 
43 64.0 0.2 
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Exón Temperatura Timeshift 
44 62.4 0.4 
45 61.9 0.3 
46 64.0 0.67 
47 62.9 0.4 
48 61.0 0.4 
49 61.0 0.4 
50 64.5 0.3 
51 63.3 0.18 
52 63.2 0.16 
53 61.5 0.33 
54 62.5 0.4 
55 61.4 0.36 
56 60.6 0.37 
57 63.3 0.39 
58 63.6 0.45 
59 58.8 0.12 
60 62.6 0.46 
61 61.5 0.3 
62 64.8 0.27 
63 63.0 0.33 
64 62.4 0.13 
65 62.9 0.33 
 
Los exones cuyas condiciones de análisis no figuran en la tabla se estudiaron directamnte 
mediante secuenciación. 
 
8. Evaluación de las variantes de secuencia encontradas en MYO15A por 
ensayos de minisecuenciación (SNaPshot) en individuos control con audición 
normal 
 
Para verificar las frecuencias de mutaciones missense encontradas en el gen MYO15A, 
se diseñaron ensayos específicos de minisecuenciación para cada mutación utilizando como 
molde el amplificado por PCR del exón donde se localiza la misma (Tabla 13).  
 
Tabla 13. Cebadores utilizados en el ensayo de minisecuenciación 
Mutación Exón Cebador Snapshot 
p.Ala1548Thr Exón 14 AGATCTTCACGCCCCTAACTGTGGAGAGC 
p.Glu1631Lys Exón 17 ACTGCCTGCAGGAGGAGTACATCCGT 
p.Arg1763Trp Exón 20 CAAGAGCAGCTCCGTCACT 
p.Asp2174Asn Exón 31 ACCCATCAGGTTTGTGTCT 
p.Tyr2684His Exón 43 CATCAATCCCAACTTCTACGGC 
pAla2739Pro Exón 45 TGAGGATGAGAGGCTCAGGATGAAG 
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La estrategia seguida para el estudio de los cinco genes incluidos en este 
trabajo consistió en investigar primero una cohorte de casos familiares, mediante 
genotipado de marcadores, análisis de haplotipos y secuenciación de exones y 
fronteras exón/intrón. En caso de encontrarse mutaciones en una proporción relevante 
de casos, se extendió el estudio a una segunda cohorte compuesta por casos simples 
(esporádicos, con un solo individuo afectado), mediante análisis de de heterodúplex de 
ADN en DHPLC. 
 
1. Locus DFNB30 (gen MYO3A) 
Estudiamos 80 familias con hipoacusia neurosensorial no sindrómica de herencia 
autosómica recesiva. En todas ellas se había descartado previamente la presencia de 
mutaciones en el locus DFNB1. Todos los individuos de estas familias fueron 
genotipados para cuatro marcadores microsatélites cercanos al gen MYO3A en 10p12 
(D10S89, D10S572, D10S111, D10S1775). El análisis de haplotipos indicó 
compatibilidad de ligamiento a este locus en 18 familias. Se secuenciaron los 35 
exones del gen MYO3A (y sus correspondientes fronteras exón/intrón) en un individuo 
afecto de cada una de estas 18 familias. Se encontraron diversos polimorfismos ya 
descritos (Tabla 14), pero ninguna variante de secuencia patogénica.  
 
Tabla 14. SNPs encontrados en el gen MYO3A en nuestra serie de pacientes 
 
Localización cDNA Proteína dbSNP cluster ID Alelos (N=36) 
Exón 2  c.-18G>A  rs10128298 1 
Exón 3 c.-15A>T  rs11014875 1 
Exón 6 c.480G>T p.Thr160Thr, p.(=) rs12257119 1 
 Exón 11 c.956G>A p.Arg319His rs3824700 1 
 Exón 11 c.1042A>G p.Ile348Val rs3824699 7 
Exón 12 c.1104C>T p.Tyr368Tyr, p.(=) rs35379457 14 
 Exón 12 c.1105G>A p.Val369Ile rs3817420 19 
Exón 15 c.1559C>T p.Ala520Val rs72787346 1 
Exón 17 c.1743G>A p.Glu581Glu, p.(=) rs41279908 2 
Exón 22 c.2497G>T p.Ala833Ser rs33947968 7 
Exón 26 c.2867G>A p.Ser956Asn rs3758449 10 
Exón 30 c.3597G>A p.Glu1199Glu, p.(=) rs3740232 8 
Exón 30 c.3850A>T p.Thr1284Ser rs3740231 14 
Exón 30 c.3937C>A p.Arg1313Ser rs1999240 12 
Exón 35 c.4848C>G p.Ser1616Ser, p.(=) rs56316209 1 
 
*número de entrada NCBI del cDNA de MYO3A: NM_017433.4 
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2. Locus DFNB31 (gen WHRN) 
Estudiamos 81 familias con hipoacusia neurosensorial no sindrómica de herencia 
autosómica recesiva, en las que se había descartado previamente la presencia de 
mutaciones en el locus DFNB1. Todos los individuos de estas familias fueron 
genotipados para los marcadores D9S155, D9S1855, D9S1824 y D9S289, cercanos al 
gen WHRN en 9q32. El análisis de haplotipos reveló compatibilidad con ligamiento en 
18 familias. Se secuenciaron los 12 exones del gen WHRN (y sus correspondientes 
fronteras exón/intrón) en un individuo afecto de cada una de estas 18 familias. Se 
encontraron diversos polimorfismos ya descritos (Tabla 15), pero ninguna variante de 
secuencia patogénica.  
 
Tabla 15.  SNPs encontrados en el gen WHRN en nuestra serie de pacientes   
Localización cDNA Proteína dbSNP cluster ID Alelos (N=36) 
Exón 1 c.117G>A p.Val39Val, p.(=) rs2297815 5 
Exón 4 c.1091G>A p.His364His, p.(=) rs10817610 25 
Exón 6 c.1318G>A p.Ala440Thr rs4978584 9 
Exón 6 c.1353T>C p.Gly451Gly, p.(=) rs4979387 19 
Exón 8 c.1684C>G p.Pro562Ala rs12339210 6 
Exón 9 c.1838T>C p.Met613Thr rs942519 9 
Exón 10 c.2283C>T p.Ser761Ser, p.(=) rs34963246 2 
Exón 10 c.2348T>C p.Val783Ala rs2274159 7 
Exón 10 c.2388C>A p.Asn796Lys rs2274158 5 
Exón10 c.2256C>G p.Gln752Gln, p.(=) rs6478078 18 
 
*número de entrada NCBI del cDNA de WHRN: NM_015404.3 
 
 
3. Locus DFNB37 (gen MYO6) 
 
Fueron estudiados 79 casos familiares con hipoacusia neurosensorial no 
sindrómica de herencia autosómica recesiva, en los que se había excluido previamente 
la presencia de mutaciones en el locus DFNB1. Todos los individuos de estos casos 
familiares fueron genotipados para los marcadores microsatélites D6S1589, D6S1622, 
D6S1031 y D6S1596, cercanos al gen MYO6 en 6q13. El análisis de haplotipos reveló 
compatibilidad con ligamiento en 17 familias. Se secuenciaron los 35 exones del gen 
MYO6 (y sus correspondientes fronteras exón/intrón) en un individuo afecto de cada 
una de estas 17 familias. Se encontraron diversos polimorfismos ya descritos (Tabla 
16), pero ninguna variante de secuencia patogénica.  
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Tabla 16. SNPs encontrados en el gen MYO6 en nuestra serie de pacientes 
Localización cDNA Proteína dbSNP cluster ID Alelos (N=34) 
Intrón 4 c.261+73G>A  rs1280052 9 
Intrón 9 c.817-21G>A  rs7760587 10 
Intrón 7 c.553+11T>C  rs12210963 1 
 Exón 17 c.1722C>T p.Asp574Asp, p.(=) rs11756446 4 
Intrón 20  c.2077+96T>A  rs9443195 4 
Intrón 25 c.2658+17C>T  rs2295936 3 
Intrón 29 c.3138-107T>A  rs720862 4 
Intrón 31 c.3280+86A>G  rs12193523 3 
Intrón 31 c.3281-30delT  rs11285982 8 
 
*número de entrada NCBI del cDNA de MYO6: NM_004999.3 
 
 
4. Locus DFNB84 (gen PTPRQ) 
 
Hemos investigado 81 casos familiares con hipoacusia neurosensorial no 
sindrómica de herencia autosómica recesiva, en los que se había excluido previamente 
la presencia de mutaciones en el locus DFNB1. Todos los individuos de estas familias 
fueron genotipados para los marcadores microsatélites D12S1684, D12S1347 y 
D12S1708 , localizados próximos al gen PTPRQ, en el locus DFNB84, en 12q21. El 
análisis de haplotipos mostró compatibilidad con ligamiento en 21 familias. Se 
secuenciaron los 58 exones del gen PTPRQ (y sus correspondientes fronteras 
exón/intrón) en un individuo afecto de cada una de ellas. Encontramos una nueva 
mutación que genera un codón de parada prematuro (Figura 8, Tabla 17), además de 
diversos polimorfismos ya descritos (Tabla 18). La nueva mutación, hallada en una 
familia consanguínea de origen gitano, reside en el exón 55. Dada la existencia de 
cuatro diferentes ARNs mensajeros que combinan diferentes exones del gen, la 
numeración de la mutación a nivel de cDNA y de proteína es variada (Tabla 17). Hay 
que destacar que la mutación afecta a todas las diferentes especies de ARNm de 
PTPRQ. La mutación segrega consistentemente con la hipoacusia en la familia: los dos 
hijos afectados son homocigotos, mientras que los padres y hermano normoyentes son 
heterocigotos (Figura 8).  
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Figura 8. A. Análisis de haplotipos de la familia S044, para los tres marcadores microsatélites. 
B-D. Secuencias del exón 55 del gen PTPRQ para la mutación p.Arg2377*. B: Mutación en 
homocigosis en el individuo IV:1 C: Mutación en heterocigosis en el individuo IV:3. D: Alelo 
silvestre. Las flechas señalan la posición c.7129. La nomenclatura utilizada se basa en el 
transcrito de la isoforma III de PTPRQ (Schraders et al., 2010). 
 
 
 
 
 
 
B 
 
 
DC 
 
 
A 
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Tabla 17. Nomenclatura de la mutación en el gen PTPRQ encontrada en nuestro estudio 
 
Mutación Isoforma Tamaño ORF (bp) Proteina (# AA) 
cDNA Proteina 
I 6600 2200 c.6178C>T p.Arg2060* 
II 7761 2587 c.7339C>T p.Arg2447* 
III 7551 2517 c.7129C>T p.Arg2377* 
IV 7503 2501 c.7081C>T p.Arg2361* 
 
Nomenclatura de la mutación en PTPRQ para sus transcritos alternativos y sus 
correspondientes isoformas. Hay cuatro isoformas distintas, que contienen un número variable 
de dominios de tipo 3 de la fibronectina (FN3), dominios transmembranares y dominios 
fosfatasa. 
 
 
Tabla 18. SNPs encontrados en el gen PTPRQ en nuestra serie de pacientes 
 
Localización cDNA Proteína dbSNP cluster ID Alelos (N=42) 
Exón 15 c.752C>T p.Thr251Ile rs78857302 2 
Exón 21 c.1758A>G p.Thr586Thr rs61729291 6 
Exón 28 c.3025C>A p.Gln1009Lys rs11114486 14 
Exón 29 c.3159C>G p.Leu1053Leu rs12824064 21 
Exón 29 c.3110T>G p.Val1037Gly rs7965277 7 
Exón 34 c.3820T>C p.Phe1274Leu rs6539524 12 
Exón 34 c.3840C>T p.Tyr1280Tyr rs61729275 1 
Exón 35 c.4258A>G p.Asn1420Asp rs17713202 3 
Exón 35 c.4314C>T p.Ala1438Ala rs11114503 3 
Exón 42 c.5729T>C p.Ile1910Thr rs7963963 2 
Exón 48 c.6555C>T p.Asp2185Asp rs61729309 1 
 
* La nomenclatura utilizada se basa en el trancrito de la isoforma III de PTPRQ (Schraders et 
al., 2010). 
 
Dado que habíamos encontrado la mutación p.Arg2377* en una familia de origen 
gitano, decidimos investigar la presencia de la mutación en otras familias con 
hipoacusia neurosensorial no sindrómica de herencia autosómica recesiva y de etnia 
gitana de nuestra colección. Para ello, pusimos a punto un test de minisecuenciación 
para la mutación (Figura 9). Se investigó el caso índice de cada familia de un totalde 45 
familias. No se encontró la mutación en ningún caso. 
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Figura 9. Ensayo de minisecuenciación para la mutación p.Arg2377*. A. Control silvestre. B. 
Homocigoto mutante para la mutación. C. Heterocigoto para la mutación. 
 
 
 
5. Locus DFNB3 (gen MYO15A) 
 
5.1 Estudio de casos familiares españoles 
 
 
Estudiamos 89 casos familiares con hipoacusia neurosensorial de herencia 
autosómica recesiva. En todos los casos se había excluido la presencia de mutaciones 
en el locus DFNB1. Todos los individuos de estas familias fueron genotipados para los 
microsatélites D17S953, D17S2196, D17S1794, D17S1871 y D17S2207, localizados 
próximos al gen MYO15A, en el locus DFNB3, en 17p11.2. El análisis de haplotipos 
mostró compatibilidad con ligamiento en 23 familias. Sobre el caso índice de cada una 
de ellas se procedió a la búsqueda de mutaciones mediante amplificación por PCR y 
secuenciación de los 66 exones del gen MYO15A y sus correspondientes fronteras 
exón/intrón. Los datos de secuencia obtenidos permitieron aclarar la causa de la 
hipoacusia en 5 familias. En total, encontramos 7 nuevas mutaciones patogénicas en el 
gen MYO15A: 3 mutaciones que crean codones de parada prematuros (directamente o 
como consecuencia de un cambio de fase de lectura) y 4 mutaciones de sustitución de 
aminoácido (missense). 
 
 
 
 
 
A 
 
B 
 
C 
 
Alelo C
Alelo C
Alelo T 
Alelo T 
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En la familia S053 (Figura 10) encontramos en el exón 27 la mutación 
c.6004delG, que provoca un cambio de fase de lectura, lo que genera un codón de 
parada prematuro (p.Glu2002Argfs*27). Todos los individuos afectos de la familia son 
homocigotos para la mutación, mientras que sus progenitores son heterocigotos 
portadores. 
 
 
Figura 10. Familia S053. A. Análisis de haplotipos. B. Electroferogramas de las secuencias con 
la mutación p.Glu2002Argfs*27 en el gen MYO15A. 
 
c.6004delG   p.Glu2002Argfs*27 
 
 
B 
Heterocigoto mutante Homocigoto mutante Control silvestre 
A 
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En la familia S331 (Figura 11) encontramos las mutaciones c.4642G>A (exón 
14) y c.8548C>T (exón 48), en heterocigosis compuesta en los dos individuos 
afectados. Sus progenitores son heterocigotos portadores. La mutación c.8548C>T 
genera un codón de parada prematuro (p.Arg2850*). Por su parte, la mutación 
c.4642G>A provoca una sustitución de aminoácido (p.Ala1548Thr), que afecta a un 
residuo muy conservado del dominio motor de la proteína (Tabla 19). Las puntuaciones 
en los programas de predicción de los efectos de las mutaciones (Polyphen, SIFT) le 
atribuyen una clara patogenicidad (Tabla 19). Mediante un ensayo de 
minisecuenciación específico para la mutación p.Ala1548Thr (Figura 12), se observó la 
ausencia de la mutación en 50 individuos control con audición normal. 
 
Figura 11. Familia S331. A. Análisis de haplotipos. B. Electroferogramas de las secuencias con 
las mutaciones p.Ala1548Thr y p.Arg2850* en el gen MYO15A. 
Heterocigoto mutante Control silvestre B 
A 
c.8548C>T 
p.Arg2850* 
 
c.4642G>A 
 p.Ala1548Thr 
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Figura 12. Ensayo de minisecuenciación para la detección de la mutación c.4642G>A 
(p.Ala1548Thr). Se muestra un individuo heterocigoto para la mutación. 
 
Los resultados obtenidos utilizando el programa Conseq para determinar el 
índice de conservación del aminoácido mutado en las mutaciones missense, así como 
los resultados de los análisis in silico utilizando los programas Polyphen y SIFT para 
valorar el posible efecto patogénico de la mutación sobre la proteína, están detallados 
a continuación (Tabla 19). 
 
Tabla 19. Valores Conseq, SIFT y Polyphen de las mutaciones missense encontradas en este 
trabajo 
 
cDNA Proteína Dominio Conseq Polyphen SIFT Cromosomas 
controles 
c.4642G>A p.Ala1548Thr Motor 8 0.962 0 0/100 
c.4891G>A p.Glu1631Lys Motor 9 0.962 0 0/100 
c.5287C>T p.Arg1763Trp Motor 8 1 0.1  0/100 
c.6520G>A p.Asp2174Asn MyTH4 9 0.981 0 0/100 
c.8050T>C p.Tyr2684His FERM 9 0.996 0 1/100 
c.8215G>C p.Ala2739Pro FERM 7 0.981 0.22 0/100 
 
 
 
Figura 13. Ejemplo de Conseq para los residuos afectados por tres de las mutaciones 
encontradas en este estudio. (A) mutación p.Ala1548Thr, (B) mutación p.Glu1631Lys y (C) 
Mutación p.Arg1763Trp. Leyenda: b - residuo escondido, e -  expuesto, f - funcional (expuesto 
con alta conservación), s - estructural (escondido con alta conservación). 
A 
B 
C 
Escala de conservación 
Alelo G
Alelo A 
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En la familia S427 (Figura 14) encontramos en el exón 45 la mutación 
c.8215G>C, que provoca una sustitución de aminoácido (p.Ala2739Pro), que afecta a 
un residuo conservado del primer dominio FERM de la proteína. La puntuación en el 
programa Polyphen indica patogenicidad clara (Tabla 19). La puntuación SIFT, por el 
contrario, sugiere una patogenicidad menos marcada. La mutación segrega con la 
hipoacusia en la familia (los individuos afectos son homocigotos, los individuos 
normoyentes son heterocigotos). Mediante un ensayo de minisecuenciación específico 
(Figura 15), se observó la ausencia de la mutación en 50 individuos control con 
audición normal. 
 
Figura 14. Familia S427. A. Análisis de haplotipos. B. Electroferogramas de las secuencias con 
la mutación c.8215G>C (p.Ala2739Pro) en el gen MYO15A. 
Figura 15. Ensayo de minisecuenciación para la detección de la mutación c.8215G>C 
(p.Ala2739Pro). Se muestra un individuo heterocigoto para la mutación. 
Heterocigoto mutante 
 
Homocigoto mutante 
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En la familia S1146 (Figura 16) encontramos las mutaciones c.5287C>T (exón 
20) y c.8050T>C (exón 43), en heterocigosis compuesta en los dos individuos 
afectados. Sus progenitores son heterocigotos portadores. La mutación c.5287C>T 
provoca una sustitución de aminoácido (p.Arg1763Trp), que afecta a un residuo muy 
conservado del dominio motor de la proteína (Tabla 19). Las puntuaciones en los 
programas Polyphen y SIFT le atribuyen una clara patogenicidad (Tabla 19). Por su 
parte, c.8050T>C también provoca una sustitución de aminoácido (p.Tyr2684His), la 
cual afecta a un residuo muy conservado del primer dominio FERM de la proteína 
(Tabla 19). Mediante ensayos de minisecuenciación específicos (Figura 17), se 
observó la ausencia de la mutación p.Arg1763Trp en 50 individuos control con audición 
normal. Mediante ensayos de minisecuenciación (Figura 17), la mutación p.Tyr2684His 
fue encontrada en un único alelo del total de 100 cromosomas analizados. 
 
Figura 16. Familia S1146. A. Análisis de haplotipos. B. Electroferogramas de las secuencias 
con las mutaciones: c.5287C>T (p.Arg1763Trp)  y  c.8050T>C (p.Tyr2684His) en el gen 
MYO15A. 
Heterocigoto mutante 
 
Control silvestre 
 
c.5287C>T 
p.Arg1763Trp 
 
c.8050T>C 
p.Tyr2684His 
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B 
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Figura 17. A. Ensayo de minisecuenciación para la detección de la mutación c.5287C>T 
(p.Arg1763Trp). B. Ensayo de minisecuenciación para la detección de la mutación c.8050T>C 
(p.Tyr2684His). Se muestra un individuo heterocigoto para cada mutación. 
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c.8065delT -  p.Try2689Glyfs*49 
 
Heterocigoto mutante 
 
Homocigoto mutante 
 
Control silvestre 
 
A 
B 
Finalmente, en la familia S1543 (Figura 18) encontramos en el exón 43 la 
mutación c.8065delT, que provoca un cambio de fase de lectura, lo que genera un 
codón de parada prematuro (p.Trp2689Glyfs*49). Los dos individuos afectos de la 
familia son homocigotos para la mutación, mientras que sus progenitores son 
heterocigotos portadores. 
 
 
Figura 18. Familia S1543. A. Análisis de haplotipos. B. Electroferogramas de las secuencias 
con la mutación c.8065delT (p.Try2689Glyfs*49) en el gen MYO15A. 
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5.2 Estudio de casos esporádicos españoles 
 
El hallazgo de un número relativamente elevado de casos con mutaciones en 
MYO15A en la cohorte de casos familiares, nos animó a extender nuestro estudio a 
una cohorte de casos esporádicos, es decir, con un único individuo afecto en la familia.  
 
Para ello, realizamos análisis de heterodúplex de ADN en DHPLC de todos los 
amplicones que cubren los 66 exones del gen, amplicón por amplicón. En la Figura 19 
se muestra un ejemplo de los perfiles de elución de DHPLC obtenidos en los análisis 
de heterodúplex. Investigamos una cohorte de 80 casos esporádicos. El análisis de 
heterodúplex seguido de secuenciación permitió aclarar la causa de la hipoacusia en 4 
de estos casos. En total, encontramos 8 mutaciones patogénicas en el gen MYO15A: 4 
mutaciones que crean codones de parada prematuros (directamente o como 
consecuencia de un cambio de fase de lectura), 2 mutaciones de sustitución de 
aminoácido (missense), 1 deleción en fase de seis nucleótidos que genera la perdida 
de dos aminoácidos en la proteína y 1 mutación de sitio de corte y empalme (splicing).  
 
 
 
Figura 19. Ejemplo de perfil de elución de DHPLC obtenido para el amplicón correspondiente al 
exón 27 que contiene la mutación p.Glu2002Argfs* en el gen MYO15A. Los picos en azul 
corresponden a heterodúplex, que revelan heterocigosis para la mutación, mientras que los 
homodúplex son representados en verde. En este gráfico se muestran los perfiles de dilución de 
48 individuos, dos de los cuales muestran heterodúplex. 
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p.Glu1631Lys 
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p.Tyr305* 
 
A 
B 
Heterocigoto mutante 
 
Control silvestre 
 
En el caso E560 (Figura 20) encontramos las mutaciones c.915C>A (exón 2) y 
c.4891G>A (exón 17), en heterocigosis compuesta en el individuo afectado. Sus 
progenitores son heterocigotos portadores. La mutación c.915C>A genera un codón de 
parada prematuro (p.Tyr305*). Por su parte, la mutación c.4891G>A provoca una 
sustitución de aminoácido (p.Glu1631Lys), que afecta a un residuo muy conservado del 
dominio motor de la proteína (Tabla 19). Las puntuaciones en los programas Polyphen 
y SIFT le atribuyen una clara patogenicidad (Tabla 19). Mediante un ensayo de 
minisecuenciación específico para la mutación p.Glu1631Lys (Figura 21), se observó la 
ausencia de la mutación en 50 individuos control con audición normal. 
 
 
Figura 20. Familia E560. A. Análisis de haplotipos. B. Electroferogramas de las secuencias con 
las mutaciones: c.4891G>A (p.Glu1631Lys) y  c.915C>A (p.Tyr305*) en el gen MYO15A. 
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Figura 21. Ensayo de minisecuenciación para la detección de la mutación c.4891G>A 
(p.Glu1631Lys). Se muestra un individuo heterocigoto para la mutación. 
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En el caso E650 (Figura 22) encontramos las mutaciones c.1137delC (exón 2) y 
c.4891G>A (exón 17), en heterocigosis compuesta en el individuo afectado. Sus 
progenitores son heterocigotos portadores. La mutación c.1137delC provoca un cambio 
de fase de lectura, lo que genera un codón de parada prematuro (p.Tyr380Metfs*64). 
Los efectos de la otra mutación, c.4891G>A, ya se han discutido en el caso E560.  
 
 
Figura 22. Familia E650. A. Análisis de haplotipos. B. Electroferogramas de las secuencias con 
las mutaciones: c.1137delC (p.Tyr380Metfs*64) y c.4891G>A (p.Glu1631Lys) en el gen 
MYO15A. 
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B 
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Ser796Valfs*184 
 
c.6004delG 
p.Glu2002Argfs*27 
 
En el caso E693 (Figura 23) encontramos las mutaciones c.6004delG (ya 
identificada en nuestro caso familiar S053) y c.2384dupC (exón 2), en heterocigosis 
compuesta en el individuo afectado. Sus progenitores son heterocigotos portadores. La 
mutación c.2384dupC provoca un cambio de fase de lectura, lo que genera un codón 
de parada prematuro (p.Ser796Valfs*184).  
 
 
Figura 23. Familia E693. A. Análisis de haplotipos. B. Electroferogramas de las secuencias con 
las mutaciones c.2384dupC (p.Ser796Valfs*184) y c.6004delG (p.Glu2002Argfs*27) en el gen 
MYO15A. 
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En el caso E767 (Figura 24) encontramos las mutaciones c.4989_4994del (exón 
17) en cis con la mutación c.6520G>A (exón 31) y IVS65+1G>T (exón 65), en 
heterocigosis compuesta en el individuo afectado. Sus progenitores son heterocigotos 
portadores. La deleción c.4989_4994del tiene como consecuencia la pérdida de dos 
aminoácidos en el dominio motor. La mutación c.6520G>A se encuentra en el dominio 
MyTH4. Mientras que la mutación IVS65+1G>T consiste en el cambio de una G a una 
T en el sitio donador del splicing del RNA. Mediante un ensayo de minisecuenciación 
específico para la mutación c.6520G>A (Figura 25), se observó la ausencia de la 
mutación en 50 individuos control con audición normal. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 24. Familia E767. A. Análisis de haplotipos. B. Electroferogramas de mutaciones 
c.4989_4994del (p.Gln1664_1665del), c.6520G>A (p.Asp2174Asn) y IVS65+1G>T en el gen 
MYO15A. Los Electroferogramas para la mutación c.6520G>A representan la secuencia 
inversa. 
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Figura 25. Ensayo de minisecuenciación para la detección de la mutación c.6520G>A 
(p.Asp2174Asn). Se muestra un individuo heterocigoto para la mutación. 
 
 
5.3 Familia Brasileña 
 
Incluimos en el estudio una familia de Brasil que manifestaba una sordera 
neurosensorial no sindromica, prelocutiva y profunda de herencia autosómica recesiva 
(Figura 27). La familia proviene de la Villa de Fortalezinha, ubicada en la Isla de 
Maiandeua, en la costa atlántica del estado de Pará en el norte de Brasil. Los estudios 
de haplotipos por microsatélites mostraban compatibilidad de ligamiento a DFNB3. La 
secuenciación del gen MYO15A permitió la identificación de una nueva mutación 
nonsense (c.4606C>T). La mutación se encuentra en el exón 14 (Figura 26). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 26. Electroferogramas de la mutación p.Arg1536* en el gen MYO15A en el caso de la 
familia de Brasil. 
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Figura 27. Análisis de haplotipos para el gen MYO15A en la familia brasileña.
I:1 I:2
II:1 II:2 II:3II:4
III:1 III:2 III:3 III:4 III:5
II:5
III:6 III:7
116 116
142 142
188 188
c.4606C>T c.4606C>T
140 140
173 173
III:8
116 116
142 142
188 188
c.4606C>T c.4606C>T
140 140
173 173
III:9
116 116
142 142
188 188
c.4606C>T c.4606C>T
140 140
173 173
III:10 III:11 III:12 III:13
IV:1 IV:2 IV:3 IV:4 IV:5
120 116
134 142
186 188
wt c.4606C>T
122 140
167 173
IV:6
III:14
IV:7 IV:8
116 118
142 146
188 186
c.4606C>T wt
140 120
173 173
III:15
IV:9
116 116
142 142
188 188
c.4606C>T c.4606C>T
140 140
173 173
III:16
IV:10
116 116
142 142
188 188
c.4606C>T c.4606C>T
140 140
173 173
IV:11
116 116
142 142
188 188
c.4606C>T c.4606C>T
140 140
173 173
IV:12 IV:13 IV:14 IV:15
V:1
116 116
142 142
188 188
c.4606C>T c.4606C>T
140 140
173 173
IV:16
120 116
146 156
185 173
wt wt
120 120
171 173
V:2 V:3
120 116
146 142
188 188
wt c.4606C>T
120 140
171 173
V:4 V:5
120 116
146 142
188 188
wt c.4606C>T
120 140
171 173
V:6
120 116
146 142
188 188
wt c.4606C>T
120 140
171 173
V:7
IV:17
114 120
156 142
188 188
wt c.4606C>T
140 140
169 173
V:8 V:9
120 116
142 142
188 188
c.4606C>T c.4606C>T
140 140
173 173
V:10
120 120
142 134
188 186
c.4606C>T wt
140 122
173 167
V:12
120 116
142 142
188 188
c.4606C>T c.4606C>T
140 140
173 173
V:13
120 120
142 134
188 186
c.4606C>T wt
140 122
173 167
V:14
II:6
III:17 III:18 III:19 III:20
116 116
142 142
188 188
c.4606C>T c.4606C>T
140 140
173 173
III:21
IV:10
Marcadores  D17S953 
  D17S2196 
  D17S1794 
  MYO15A 
  D17S2207
  D17S1871 
  
  51
En la tabla 20 se recogen todos los genotipos del gen MYO15A observados en 
los individuos estudiados en este trabajo, así como algunos datos clinicos sobre su 
hipoacusia. En la tabla 21 se muestran los polimorfismos encontrados en este estudio, 
tanto nuevos (no descritos) como ya recogidos en las bases de datos (NCBI y 
Ensemble) 
 
 
Tabla 20. Genotipos observados en nuestra muestra 
 
Caso Tipo Genotipo Gravedad  de la hipoacusia 
S053 Familiar p.Glu2002Arg fs*27 + p.Glu2002Arg fs*27 Profunda 
S331 Familiar p.Ala1548Thr + p.Arg2850* Profunda 
S427 Familiar p.Ala2739Pro + p.Ala2739Pro Moderada/graves Severa/agudos 
S1146 Familiar p.Arg1763Trp + p.Tyr2684His Profunda 
S1543 Familiar p.Trp2689Glyfs*49 + p.Trp2689Glyfs*49 Bilateral Profunda 
congenita 
Brasil Familiar p.Arg1536* + p Arg1536* Profunda 
E560 Esporádico p.Glu1631Lys + p.Tyr305*  Bilateral Profunda prelocutiva 
E650 Esporádico p.Tyr380Metfs*64 + p.Glu1631Lys Profunda 
E693 Esporádico p.Glu2002Argfs* 27 + p.Ser796Valfs*184  Moderada  
E767 Esporádico IVS65+1 G>T + p.Gln1664_Cys1665del + p.Asp2174Asn Profunda 
 
 
 
Tabla 21. Listado de polimorfismos encontrados en la región codificante del gen MYO15A en 
nuestra serie de pacientes 
 
Localización cDNA Proteína dbSNP cluster ID Alelos (N=78) 
Exón 17 c.4954C>T p.Leu1652Leu rs2280777 20 
Exón 17 c.4976G>A p.Arg1659Gln rs141473928 1 
Exón 24 c.5754T>G p.Ile1918Met rs150403702 1 
Exón 25 c.5880 C>T p.His1960His Este trabajo 1 
Exón 26 c.5929T>C p.Cys1977Arg rs854777 32 
Exón 28 c.6052G>A p.Gly2018Arg rs2272571 7 
Exón 29 c. 6186  G> p.Ala2062Ala Este trabajo 1 
Exón 30 c.6485C>T p.Pro2162Leu rs111948619 1 
Exón 35 c.7185T>C p.Phe2395Phe rs2955379 28 
Exón 41 c.7857G>A p.Gly2619Gly rs854772 30 
Exón 43 c.8045A>T p.Tyr2682Phe rs712270 15 
Exón 46 c.8322C>T p.Ser2774Ser rs17655870 18 
Exón 52 c.9072 G>A p.Glu3024Glu Este trabajo 1 
Exón 57  c.9486C>T p.Asp3162Asp rs8077577 12 
Exón 60 c.9754A>G p.Asn3252Asp rs147458358 1 
Exón 63 c.10182G>A p.Ala3394Ala Este trabajo 1 
Exón 65 c.10431T>C p.Tyr3477Tyr rs854800 34 
 
*número de entrada NCBI del cDNA de MYO15A: NM_016239.3 
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La elevada heterogeneidad genética de las hipoacusias dificulta el diagnóstico 
genético-molecular de estos trastornos. El elevado coste que supone estudiar todos 
los genes identificados hasta el momento hace necesario concentrar los esfuerzos 
sobre aquellos genes en los que suelen encontrarse mutaciones con mayor 
frecuencia, lo que implica cierto conocimiento de la epidemiología genética de la 
población en estudio (Hilgert et al., 2009; Rabionet et al., 2000). En la mayoría de 
laboratorios, el diagnóstico que se ofrece solamente incluye el locus DFNB1 (gen 
GJB2 y deleciones que implican o no al gen GJB6) en hipoacusias no sindrómicas 
autosómicas recesivas. Esto es debido a que las mutaciones en estos genes son 
bastante frecuentes, dando cuenta de hasta un 50% de los casos de estas hipoacusias 
(Kenneson et al., 2002; del Castillo and del Castillo, 2011). Sin embargo, hay que 
intentar incrementar este porcentaje de casos elucidados, añadiendo el cribado de 
otros genes al diagnóstico de rutina. Pocos estudios se han publicado que investiguen 
la contribución de cada uno de los más de 40 genes que se sabe que están implicados 
en estos trastornos al conjunto de los mismos (Duman et al., 2011). Se ha observado 
que algunos genes tienen una contribución mayor (en torno al 3-10% de los casos), 
entre ellos SLC26A4 (pendrina, hipoacusia DFNB4), TMC1 (hipoacusia DFNB7/B11) y 
OTOF (otoferlina, hipoacusia DFNB9). No obstante, se observa una gran variabilidad 
en las contribuciones de cada gen entre las diferentes poblaciones. Es frecuente 
encontrar efectos fundadores para algunas mutaciones, que elevan enormemente la 
contribución del gen implicado en una población dada. 
 
La optimización del diagnóstico de hipoacusias hereditarias se podrá conseguir 
mediante la aplicación de las técnicas de secuenciación masiva, pero debido a su 
todavía elevado coste, de momento no se utiliza como herramienta de rutina. Mientras 
tanto, sigue siendo necesario disponer de datos de epidemiología genética bien 
contrastados, que orienten el diagnóstico molecular. Para progresar en el 
conocimiento de estas materias en la población española, decidimos abordar en este 
trabajo el estudio de cinco de los genes implicados en hipoacusias no sindrómicas 
autosómicas recesivas: MYO15A, MYO3A, WHRN, MYO6 y PTPRQ, responsables de 
las hipoacusias de los tipos DFNB3, DFNB30, DFNB31, DFNB37 y DFNB84, 
respectivamente. Todos ellos tienen en común el codificar proteínas del citoesqueleto 
de los estereocilios de las células ciliadas. 
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1. Hipoacusia no sindrómica de tipo DFNB30 
 
En el estudio del gen MYO3A, se investigaron 80 casos familiares no 
relacionados.  Encontramos 15 variantes de secuencia polimórficas, pero ninguna con 
efectos patogénicos. Nuestros resultados son similares a los obtenidos en el cribado 
de 49 familias turcas (Duman et al., 2011). Hasta hoy, sólo tres mutaciones han sido 
descritas asociadas a DFNB30 (Tabla 22). Todas ellas fueron descritas en una misma 
familia de origen judío proveniente de la comunidad de Mosul (Iraq), que tiene un 
elevado grado de endogamia. La familia fue específicamente seleccionada para 
análisis de ligamiento por su elevado número de afectados, por lo que no proporciona 
datos con valor epidemiológico. Los afectados, distribuidos en tres generaciones, 
presentaban hipoacusia bilateral progresiva de manifestación tardía (segunda década 
de vida)  (Walsh et al.,  2002). Las variantes de secuencia encontradas  incluían: una 
mutación que genera un codón de parada prematuro (c.3126T>G, p.Tyr1042*); una 
mutación en el sitio aceptor de splicing del intrón 17, c.1777-12G>A, la cual se ha 
demostrado que provoca la deleción del exón 18 y en consecuencia la generación de 
un codón de parada prematuro (codón 668); y una mutación en el sitio aceptor de 
splicing del intrón 7, c.732-2A>G, que lleva a la producción de un RNA mensajero 
inestable, que no es detectado en los pacientes con esta mutación en homocigosis. 
 
Nuestros resultados juntamente con los de Duman et al (2011) demuestran que 
la hipoacusia de tipo DFNB30 es una forma muy rara de hipoacusia en las poblaciones 
hasta ahora estudiadas (Turquía y España). Entre las hipoacusias no sindrómicas 
autosómicas recesivas, las formas progresivas y de manifestación tardía son 
infrecuentes. En consecuencia, el hallazgo de nuevas mutaciones en el gen MYO3A 
requerirá concentrar los cribados sobre familias expresamente seleccionadas por 
presentar este fenotipo.  
 
Tabla 22. Mutaciones causantes de hipoacusia descritas en el gen MYO3A 
Localización cDNA Proteína Referencia 
Intrón 7 c.732-2A->G  Walsh et al., 2002 
Intrón 17 c.1777-12G>A  Walsh et al., 2002 
Exón 28 c.3126T>G p.Tyr1042* Walsh et al., 2002 
 
*número de entrada NCBI del cDNA de MYO3A: NM_017433.4 
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2. Hipoacusia no sindrómica de tipo DFNB31 
 
En el estudio del gen WHRN, investigamos 81 casos familiares. Encontramos 10 
variantes de secuencia, pero ninguna de ellas era patogénica. Nuestros resultados son 
similares a los obtenidos en cribados de otras cohortes de hipoacusia no sindrómica: 
150 casos familiares europeos y chinos (Mburu et al., 2003) y 49 casos familiares 
turcos (Duman et al., 2011), en los que no se encontró ninguna mutación patogénica. 
En un cribado de 63 familias tunecinas, sí se descubrió una mutación patogénica, en 
homocigosis (Tlili et al., 2005). En el gen WHRN han sido descritas solamente dos 
mutaciones causantes de hipoacusia no sindrómica (Tabla 23), una en la familia 
tunecina ya mencionada y otra en la familia jordana, específicamente seleccionada 
para análisis de ligamiento por su elevado número de afectados, cuyo estudio condujo 
a la identificación del gen (Mburu et al., 2003). En estos dos casos familiares la 
hipoacusia era profunda. 
 
Hasta la fecha cuatro mutaciones en el gen WHRN han sido también descritas 
como causantes de síndrome de Usher de tipo 2 (USH2), que asocia una 
característica hipoacusia moderada a retinosis pigmentaria de manifestación 
peripuberal o pospuberal (Tabla 23). La variabilidad fenotípica parece deberse a los 
efectos que tienen las mutaciones encontradas sobre las dos isoformas de la proteína 
y a la localización de éstas. La isoforma larga tiene una parte N-terminal que no está 
presente en la isoforma corta. La isoforma larga es la única que se expresa en retina, 
mientras que en oído interno se encuentran presentes las dos isoformas. Las 
mutaciones que causan síndrome de Usher, que se agrupan en los primeros exones 
del gen, provocarían degradación total del mensajero o isoformas largas truncadas 
muy tempranamente, a las que les faltarían al menos los dominios PDZ2 y PDZ3, por 
lo que no habría whirlina funcional en la retina. Por el contrario, las mutaciones 
causantes de hipoacusia no sindrómica provocarían la síntesis de isoformas 
truncadas, tanto largas como cortas (sus transcritos han sido detectados, por lo  que 
se infiere que escapan a la degradación mediada por codones de parada prematuros). 
Las isoformas largas truncadas hacia el final de la proteína conservan los dominios 
PDZ1 y PDZ2, lo que evitaría el daño retiniano (Ebermann et al., 2007; Audo et al., 
2011; Besnard et al., 2012). 
 
Adicionalmente, en el estudio de una cohorte de 195 pacientes europeos que 
presentaban diferentes subtipos de síndrome de Usher, y que incluía 74 pacientes 
españoles, solamente se encontraron dos variantes de sustitución de aminoácido, pero 
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ambas en heterocigosis en los respectivos pacientes, sin que pudiera identificarse un 
segundo alelo mutante (Aller et al., 2011). De confirmarse estos casos, habría que 
revisar la interpretación de las correlaciones genotipo-fenotipo. 
  
De todos estos estudios se concluye que las mutaciones en el gen WHRN son 
una causa rara de patología, tanto si nos referimos a hipoacusia no sindrómica como a 
síndrome de Usher, en todas las poblaciones estudiadas. 
 
Tabla 23. Mutaciones causantes de hipoacusia descritas en el gen WHRN 
Localización cDNA Proteína Fenotipo Referencia 
Exón 1 c.307C>T p.Gln103* Síndrome de Usher tipo 2 (USH2D)  
Ebermann et 
al., 2007 
Exón 2 c.680dupG Tyr228Leufs*37 Síndrome de Usher tipo 2 (USH2D) 
Besnard et al., 
2012 
Exón 2 c.737delC p.Pro246Hisfs*13 Síndrome de Usher tipo 2 (USH2D) 
Audo et al., 
2011 
Besnard et al., 
2012 
Intrón 2 c.837+1G>A  Síndrome de Usher tipo 2 (USH2D) 
Ebermann et 
al., 2007 
Exón 10 c.2332C>T p.Arg778* Hipoacusia no sindrómica DFNB31 
Mburu et al., 
2003 
Exón 11 c.2423delG p.Gly808Aspfs*11 Hipoacusia no sindrómica DFNB31 
Tlili et al., 
2005 
 
*número de entrada NCBI del cDNA de WHRN: NM_015404.3 
 
3. Hipoacusia no sindrómica de tipo DFNB37 
Nuestro estudio del gen MYO6 en 79 familias con hipoacusia no sindrómica 
autosómica recesiva reveló 9 variantes de secuencia, ninguna de ellas patogénica. 
Nuevamente, nuestros resultados son similares a los obtenidos en el cribado de la 
cohorte de 49 familias turcas (Duman et al., 2011). Mutaciones en MYO6 causantes de 
hipoacusia autosómica recesiva sólo han sido descritas en tres familias de origen 
paquistaní,  todas ellas en un mismo trabajo (Ahmed et al., 2003) (Tabla 24). Una de 
las familias fue específicamente seleccionada para análisis de ligamiento por su 
elevado número de afectados, pero las otras dos se encontraron al realizar el cribado 
de una cohorte compuesta por 250 familias de Pakistán y 100 de la India. En familias 
europeas, sólo han sido descritas mutaciones en familias con herencia autosómica 
dominante,  que no era el objetivo de nuestro estudio (Tabla 24) (Melchionda et al., 
2001; Mohiddin et al., 2004; Sanggaard et al., 2008; Hilgert et al., 2008). 
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Tomados en conjunto, estos datos indican que la hipoacusia de tipo DFNB37 es 
infrecuente en todas las poblaciones estudiadas (España, Turquía, India, Pakistán), 
con una contribución al conjunto de las hipoacusias recesivas inferior al 1%.  
 
Tabla 24. Mutaciones causantes de hipoacusia descritas en el gen MYO6 
Localización cDNA Proteína Herencia Referencia 
Exón 2 c.36-37insT p.Thr13Tyrfs*20 Recesiva Ahmed et al., 2003 
Exón 8 c.647A>T p. Glu216Val Recesiva Ahmed et al., 2003 
Exón 9 c. 737A>G p.His246Arg Dominante Mohiddin et al., 2004 
Exón 12 c.1325G>A p.Cys442Tyr Dominante Melchionda et al., 2001 
Intrón 23 c.IVS23+2321T>G  Dominante Hilgert et al., 2008 
Exón 25 c. 2545C>T p.Arg849* Dominante Sanggaard et al., 2008 
Exón 32 c.3496C>T p.Arg1166* Recesiva Ahmed et al., 2003 
 
*número de entrada NCBI del cDNA de MYO6: NM_004999.3 
 
4. Hipoacusia no sindrómica de tipo DFNB84 
 
En el estudio del gen PTPRQ se investigaron 81 casos familiares no 
relacionados y se encontró una nueva variante patogénica, c.7129C>T (p.Arg2377*), 
que se añade al espectro de mutaciones conocidas en el gen (Tabla 25). Hasta la 
fecha, sólo se han publicado dos trabajos en los que se describen mutaciones en el 
gen PTPRQ (Tabla 25). Schraders et al (2010) describen dos mutaciones en dos 
familias de un total de 80 familias estudiadas en su mayoría de ancestros holandeses, 
si bien una de las dos familias con mutación en PTPRQ era de origen marroquí. En el 
otro estudio no se proporcionan datos con valor epidemiológico (Shahin et al., 2010). 
Por su parte, Duman et al. (2011) no encuentran ninguna mutación patogénica en 
PTPRQ en su cohorte de 49 familias turcas. Tomados en conjunto, estos datos 
sugieren que las mutaciones en PTPRQ son relativamente infrecuentes en las 
poblaciones cribadas, con una contribución al conjunto de las hipoacusias recesivas 
en torno al 1%.  
 
Tabla 25. Mutaciones patogénicas descritas en el gen PTPRQ 
Localización cDNA Proteína Origen Referencia 
Exón 19 c.1369A>G p.Arg457Gly Marruecos Schraders et al., 2010 
Exón 19 c.1491T>A p.Tyr497* Holanda Schraders et al., 2010 
Exón 22 c.1939C>T p.Gln647* Palestina Shahin et al., 2010 
Exón 55 c.7129C>T p.Arg2377* España Este trabajo 
 
* La nomenclatura utilizada se basa en el trancrito de la isoforma III de PTPRQ. 
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En este trabajo, la mutación p.Arg2377* fue encontrada en una familia española de 
origen gitano. Es conocido que el pueblo gitano es originario del subcontinente indio, 
de donde partió, en sucesivas oleadas migratorias, hacia Europa. En consonancia con 
este origen, la población gitana europea comparte mutaciones causantes de 
enfermedad con las poblaciones india y pakistaní. En hipoacusias hereditarias, 
sabemos que la mutación p.W24X en el gen GJB2 es frecuente en India y Pakistán y 
está documentada en las poblaciones gitanas de la República Checa, Eslovaquia y 
España (Alvarez et al., 2005). Decidimos pues investigar la presencia de la mutación 
p.Arg2377* en PTPRQ en 45 pacientes de etnia gitana no relacionados, de nuestra 
colección de laboratorio, pero no se encontró en ninguno de los casos. El resultado no 
es sorprendente, puesto que la estructura social del pueblo gitano es un conglomerado 
de poblaciones fundadoras aisladas genéticamente. De hecho, la frecuencia de la 
mutación p.W24X en series de controles de distintas regiones de España y de 
Eslovaquia es altamente variable (0,0% a 26,1%, según la serie). En hipoacusias 
hereditarias, otro ejemplo lo aporta la mutación c.1331+2T>C en el gen MARVELD2, 
que es frecuente en gitanos de la República Checa, pero no ha sido encontrada entre 
los gitanos españoles. La mutación p.Arg2377* en PTPRQ, ausente en los casos 
españoles que hemos examinado, podría estar presente en casos de Europa Central 
o, alternativamente, podría ser una mutación privada como la mayoría de las que 
conocemos en los genes de hipoacusias. 
 
En el caso de la mutación p.Arg2377* descrita en este trabajo, las cuatro 
isoformas de PTPRQ descritas resultan afectadas. Lo mismo sucede en los otros tres 
casos descritos hasta la fecha (Shahin et al., 2010; Schraders et al., 2010), lo cual no 
aporta pistas sobre la función de las diferentes isoformas. 
 
 
5. Hipoacusia no sindrómica de tipo DFNB3 
 
En nuestro estudio del gen MYO15A hemos encontrado mutaciones patogénicas 
en 5 de 89 casos familiares (5,6%) y en 4 de 80 casos esporádicos (5,0%) de nuestra 
cohorte española. Además, hemos encontrado una nueva mutación en MYO15A en 
una familia brasileña con numerosos afectados. Hasta el momento, sólo se habían 
descrito mutaciones en el gen MYO15A en casos familiares, por la dificultad de 
estudiar un gen con tantos exones en casos esporádicos en los que no es posible un 
análisis genético (ligamiento, haplotipos) previo. Nuestra aproximación experimental, 
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basada en la detección de mutaciones mediante el análisis de heterodúplex de ADN 
en DHPLC, ha resultado muy eficaz para la elucidación de este tipo de casos. 
 
El hallazgo de que alrededor del 5% de los casos de hipoacusia no sindrómica 
que quedan por elucidar después del cribado de rutina (es decir, después de excluir 
las mutaciones en el locus DFNB1) se deben a mutaciones en el gen MYO15A es un 
dato muy valioso, porque indica que debemos enfocar el diagnóstico hacia este gen en 
nuestra población. Frecuencias similares se han observado en otras poblaciones: 3-
5% en Pakistán (Liburd et al., 2001; Nal et al., 2007), 4% en Túnez (Belguith et al., 
2009), 7-10% en Turquía (Cengiz et al., 2010; Duman et al., 2011). Hay que destacar 
que todos estos estudios se han realizado en familias consanguíneas de ancestros no 
europeos. Nuestro estudio es el primero realizado sobre familias no consanguíneas de 
una población europea.  
 
Por lo que respecta a la población brasileña, no existen estudios epidemiológicos 
sobre la frecuencia de mutaciones en el gen MYO15A, pero sí llama la atención que 
dos familias con numerosos afectados de hipoacusia no sindrómica autosómica 
recesiva, en las que se había excluido la implicación del locus DFNB1, lleven 
mutaciones en el gen MYO15A (Lezirovitz et al., 2008; y este trabajo). En el estudio de 
Lezirovitz et al. se describen dos nuevas mutaciones presentes en una enorme familia 
de la costa nordeste brasileña. Nuestro estudio describe por primera vez una variante 
DFNB3/MYO15A en una población de la Amazonia brasileña, región geográfica y 
étnicamente distinta. Además, podemos predecir una elevada tasa de portadores para 
la mutación p.Arg1536* en la isla de Maiandeua, debido al efecto fundador combinado 
con el elevado numero de uniones consanguíneas en la región. 
 
El tamaño del gen MYO15A, con su elevado número de exones hace que la 
búsqueda de mutaciones en pacientes con hipoacusia recesiva, para el diagnóstico 
molecular de rutina, sea cara y casi inviable. Sin embargo, la relativamente alta 
frecuencia de mutaciones identificadas en las distintas poblaciones apoya el desarrollo 
y creación de nuevas estrategias de cribado. El análisis de heterodúplex de ADN en 
DHPLC puede ser una solución provisional. Ya hemos mencionado que una solución 
más prometedora debe venir de la aplicación de las técnicas de secuenciación masiva. 
La secuenciación de paneles de genes en los que están representados todos los 
genes de hipoacusia no sindrómica conocidos, y que se realiza en ultrasecuenciadores 
de gama alta, es muy eficaz,  pero todavía inviable, por su coste, como herramienta de 
rutina. Sería posible, sin embargo, enfocar la secuenciación masiva específicamente 
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hacia el gen MYO15A, en equipos de ultrasecuenciación de gama media, lo que 
permitiría cribar un número elevado de pacientes a un coste razonable. 
 
En total, hemos identificado 14 alelos mutantes diferentes, ninguno de ellos 
descrito previamente. Nuestros resultados expanden notoriamente el conocimiento 
sobre el espectro mutacional del gen MYO15A, que ahora incluye 59 mutaciones 
patogénicas (incremento del 31%) (Tabla 26). No existe un “punto caliente” que 
acumule una mayoría de mutaciones, sino que éstas se distribuyen a lo largo de todo 
el gen. La aparente concentración de cambios en el exón 2 se justifica por la 
considerable longitud del mismo y no por la existencia de un punto caliente. Esta 
distribución de mutaciones complica el diagnóstico molecular de rutina, puesto que la 
detección de mutaciones no puede restringirse a ninguna parte del gen en concreto.    
.  
La mayoría (12 de 14) de las mutaciones encontradas en nuestro estudio son 
mutaciones “privadas” y se han descrito en una única familia. Las excepciones son  
c.4891G>A (encontrada en dos casos esporádicos, ambos de la Comunidad 
Valenciana, lo que sugiere un posible efecto fundador en la región) y c.6004delG (un 
caso familiar de Madrid y uno esporádico de Barcelona). El análisis de haplotipos para 
los marcadores microsatélites cercanos al gen no excluye totalmente que estos casos, 
no emparentados entre sí, puedan compartir ancestros comunes. Será necesario 
genotipar marcadores intragénicos de tipo SNP para aclarar esta cuestión. Por otra 
parte, la extensión del cribado a un mayor número de pacientes podrá confirmar si 
estas dos mutaciones aparecen en un número de casos suficientemente elevado como 
para merecer la aplicación de tests de detección específicos en el diagnóstico de 
rutina.  
 
Algo más de la mitad (33 de 59) de las mutaciones conocidas generan 
directamente codones de parada prematuros (nonsense), o lo hacen indirectamente 
(deleciones, duplicaciones, y mutaciones de los sitios de splicing, que provocan 
cambios de la fase de lectura). Se encuentran distribuidas a lo largo de todo el gen 
(Tabla 26 y Figura 32). Se hipotetiza que podrían producir proteínas truncadas o, lo 
que es más probable, que los correspondientes transcritos serían degradados por los 
mecanismos de supervisión celulares (nonsense-mediated mRNA decay). Todas ellas 
deben considerarse mutaciones que anulan la función de la proteína, con un evidente 
potencial patogénico. 
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El otro grupo numeroso (25 de 59) lo constituyen las mutaciones que 
provocarían sustitución de aminoácido. A diferencia de las mutaciones del grupo 
anterior, éstas sí están concentradas en regiones concretas del gen, las que codifican 
los dominios motor (11 mutaciones), del “cuello” (1 mutación), MyTH4-a (6 
mutaciones), FERM-a (6 mutaciones), y MyTH4-b (1 mutación) (Figura 32). Esta 
concentración de mutaciones confirma la importancia funcional de estos dominios. El 
dominio motor es esencial para la función de la miosina por contener los sitios de 
unión a  ATP (residuos 1315-1322) y a actina (residuos 1792-1799); hay que destacar 
que todavía no se conoce ninguna mutación de sustitución de aminoácido que afecte 
directamente a estos residuos. En ratones, mutaciones en el dominio motor están 
asociadas con el tamaño anormal del paquete de estereocilios y la pérdida de la 
arquitectura madura en forma de escalera (Probst et al., 1998; Anderson et al., 2000; 
Belyantseva et al., 2003a). Por su parte, los dominios MyTH4 suelen estar implicados 
en la unión a microtúbulos, así como en la unión de actina a la membrana (Weber et 
al., 2004). Estudios in vitro demuestran que el dominio MyTH4-b y los dominios FERM 
participan en la unión a los dominios PDZ de la whirlina (Delprat el al., 2005).  
 
La patogenicidad de las mutaciones de sustitución de aminoácido en MYO15A, 
siempre complicada de determinar, viene apoyada por la elevada conservación de los 
residuos a lo largo de la evolución, su localización en dominios necesarios para la 
función de la proteína, su ausencia en individuos controles normoyentes, y sus 
puntuaciones en los programas de predicción (SIFT, Polyphen). Mención aparte 
merece la mutación c.8050T>C (p.Tyr2684His), que afecta a un residuo muy 
conservado (puntuación Conseq = 9), puntuaciones SIFT y Polyphen claramente 
sugerentes de patogenicidad, y encontrada en trans con un alelo aparentemente 
patogénico (p.Arg1763Trp) en los dos pacientes de un caso familiar; sin embargo, la 
mutación ha aparecido en 1 de los 100 cromosomas control investigados. Este caso 
ilustra la dificultad de trasladar los datos de investigación a la aplicación prácica del 
consejo genético. Será necesario cribar un mayor número de casos de afectados y de 
controles, así como la realización de ensayos funcionales sobre la proteína mutante 
para elucidar este punto. 
 
Es igualmente destacable el hallazgo en este estudio de un alelo mutante 
compuesto, que lleva los cambios c.4989_4994del (que provoca la eliminación de dos 
aminoácidos del dominio motor, conservando la fase de lectura) y c.6520G>A (que 
provoca la sustitución de aminoácido p.Asp2174Asn en el dominio MyTH4-a). De 
acuerdo con los criterios que hemos expuesto, ambos cambios tienen la potencialidad 
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de ser patogénicos. Por consiguiente, podría ocurrir que la pérdida de función de la 
proteína se deba a uno, al otro, o precisamente a la combinación de los dos. A medida 
que se progrese más en el conocimiento del espectro de mutaciones del gen, es 
probable que alguno de los dos cambios se encuentre por separado, lo que daría 
pistas para entender lo que sucede en este alelo compuesto. 
 
En general, la hipoacusia de tipo DFNB3 se considera prelocutiva y severa o 
profunda. Esta correlación se observa en la mayoría de nuestros casos (Tabla 20). La 
hipoacusia solamente es moderada en dos casos: los individuos afectados de la 
familia S427 y el caso esporádico E693. En la familia S427, el genotipo que se 
observa es p.Ala2739Pro homocigoto, lo que se podría interpretar como que esta 
sustitución de aminoácido tiene un efecto menor sobre la función de la proteína, de ahí 
el fenotipo moderado. Sin embargo, el fenotipo moderado del caso E693 se observa 
en relación con un  genotipo que incluye mutaciones de cambio de fase de lectura y 
codones de parada prematuros. La dificultad para establecer correlaciones genotipo-
fenotipo relativamente seguras es característica de las hipoacusias hereditarias, y 
probablemente corresponde a la influencia de genes modificadores todavía pendientes 
de identificar.  
 
 
Figura 32: Distribución de mutaciones en el gen MYO15A. A. Distribución de mutaciones sobre 
la estructura exón/intrón del gen. Los exones están representados por barras verticales, del 
mismo color que el dominio proteico que codifican. Cada línea vertical indica la posición de una 
mutación. En la parte superior, se muestran en rojo las mutaciones que generan codones de 
parada prematuros. En la parte inferior se muestran en negro las mutaciones de sustitución de 
aminoácido. B. Dominios en la miosina XVA. Debajo de cada dominio, se indican los 
aminoácidos que lo componen. 
 
 
A 
B 
1-1230 1231 - 1942 Neck 
1943 - 1970 
2060-2230 2250-2857 
2858-2989 
3029-3230 3231-3450 
3498-3531 
1 10 20 30 40 50 60 
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Tabla 26. Mutaciones MYO15A descritas como causantes de sordera DFNB3 
Localización cDNA Proteina Referencia 
Exón 2 c.373_374del p. Arg125Valfs*102 Brownstein et al., 2011 
Exón 2 c.867C>G p.Tyr289* Duman et al., 2011;  Cengiz et al., 2010, 
Exón 2 c.915C>A p.Tyr305* Este trabajo 
Exón 2 c.1047C>A p.Tyr349* Imtiaz et al., 2011 
Exón 2 c.1137delC p.Tyr380Metfs*64 Este trabajo 
Exón 2 c.1185dupC p.Glu396Argfs*36 Bashir et al., 2012 
Exón 2 c.2384dupC p.Ser796Valfs*184 Este trabajo 
Exón 2 c.3313G>R p. Glu1105* Nal et al., 2007 
Exón 2 c.3334delG p.Arg1113Valfs*12 Nal et al., 2007 
Exón 3 c.3685C>T  p. Gln1229* Liburd et al., 2001 
Intrón 4 c.3756+1G>T  Liburd et al., 2001 
Exón 5 c.3758C>T p.Thr1253Ile Nal et al., 2007 
Intrón 5 c.3866+1G>A  Nal et al., 2007 
Exón 10 c.4176C>A p.Tyr1392* Nal et al., 2007 
Exón 10 c.4198G>A p.Val1400Met Tekin et al., 2010; Cengiz et al., 2010, 
Exón 11 c.4240G>A p.Glu1414Lys Brownstein et al., 2011 
Exón 12 c.4351G>A p.Asp1451Asn Nal et al., 2007 
Exón 12 c.4441T>C p.Ser1481Pro Tekin et al., 2010; Cengiz et al., 2010, 
Exón 14 c.4606 C>T p.Arg1536* Este trabajo 
Exón 14 c.4642G>A p.Ala1548Thr Este trabajo 
Exón 15 c.4669 A>G p.Lys1557Glu Nal et al., 2007 
Exón 17 c.4891G>A p.Glu1631Lys Este trabajo 
Exón 17 c.4989_4994del p.Gln1664_Cys1665del Este trabajo 
Exón 17 c.4998C>A p.Cys1666* Belguith et al., 2009 
Exón 18 c.5117_5118del p. Gly1706Glufs*102 Nal et al., 2007 
Exón 19 c.5189T>C p.Leu1730Pro Nal et al., 2007 
Exón 20 c.5287C>T p.Arg1763Trp Este trabajo 
Exón 21 c.5492G>T p. Gly1831Val Kalay et al., 2007 
Exón 24 c.5807_5813delCCCGTGG p.Arg1937Thrfs*10 Tekin et al., 2010; Cengiz et al., 2010, 
Exón 27 c.6004delG p.Glu2002Argfs*27 Este trabajo 
Exón 28 c.6052G>A p.Gly2018Arg Nal et al., 2007 
Exón 28 c.6061C>T p.Gln2021* Nal et al., 2007 
Exón 29 c.6217C>T  p.Pro2073Ser Shearer et al., 2009 
Exón 30 c.6331A>T p.Asn2111Tyr Wang et al., 1998 
Exón 30 c.6337A>T p.Ile2113Phe Wang et al., 1998 
Exón 30 c.6371G>A p.Arg2124Gln Shearer et al., 2009 Najmabadi et al., 2009 
Exón 31 c.6520G>A p.Asp2174Asn Este trabajo 
Exón 32 c.6731G>A p.Gly2244Glu Nal et al., 2007 
Exón 33 c.7982C>A p.Ser2661* Duman et al., 2011 
Exón 35 c.6796g>a p.Val2266Met Nal et al., 2007 
Exón 36 c.7545G>T p.Asp2403fs*2414 Shahin et al., 2010 
Intrón 37 c.7395+3G>C  Belguith et al., 2009 
Exón 41 c.7801A>T p.Lys2601* Wang et al., 1998 
Exón 43 c.8050T>C p.Tyr2684His Este trabajo 
Exón 43 c.8065delT p.Trp2689Glyfs*49 Este trabajo 
Exón 44 c.8148G>T p.Gln2716His Liburd et al., 2001 
Exón 45 c.8158G>C p. Asp2720His Nal et al., 2007 
Exón 45 c.8183G>A p. Arg2728His Brownstein et al., 2011 
Exón 45 c.8215G>C p.Ala2739Pro Este trabajo 
Exón 48 c.8548C>T p.Arg2850* Este trabajo 
Intrón 50 c.8968-1G>C  Kalay et al., 2007 
Exón 51 c.8821_8822insTG p.Gly2941Valfs*94 Nal et al., 2007 
Intrón 54 c.9229+1G>A  Belguith et al., 2009 
Exón 57 c.9478C>T p.Leu3160Phe Nal et al., 2007 
Exón 62 c.9958_9961del p. Asp3320Thrfs*2 Lezirovitz et al., 2008 
Exón 62 c.9995_10002dup p. Ser3335Alafs*121 Cengiz et al., 2010, Duman et al., 2011 
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Localización cDNA Proteina Referencia 
Exón 65 c.10474C>T p.Gln3492* Nal et al., 2007 
Intrón 65 IVS65+1 G>T  Este trabajo 
Exón 66 c.10573delA p.Ser3525Alafs*29 Lezirovitz et al., 2008 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
        
 
 
 
 
 
  CONCLUSIONES 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  58
CONCLUSIONES 
 
1. Las hipoacusias de tipos DFNB30, DFNB31, DFNB37 y DFNB84 causadas por 
mutaciones en los genes MYO3A, WHRN, MYO6 y PTPRQ respectivamente, 
no contribuyen de manera significativa (<1%) al conjunto de hipoacusias no 
sindrómicas de herencia autosómica recesiva en la población española.  
 
2. La hipoacusia de tipo DFNB3, causada por mutaciones en el gen MYO15A, da 
cuenta de aproximadamente el 5% de los casos de hipoacusias autosómicas 
recesivas una vez excluidos los casos de tipo DFNB1. Se trata de una 
contribución muy significativa que demanda incluir al gen MYO15A en los 
cribados diagnósticos asistenciales. 
 
3. Globalmente, las mutaciones patogénicas en el gen MYO15A se distribuyen a 
lo largo de todo el gen, sin que existan puntos de mayor concentración de 
mutaciones. El subgrupo de mutaciones de sustitución de aminoácido sí se 
concentran en los dominios funcionales. 
 
4. La mayoría de las mutaciones patogénicas en el gen MYO15A son privadas, no 
se repiten en más de un caso. 
 
5. La hipoacusia de tipo DFNB3 es en general prelocutiva y severa o profunda, 
pero hay una minoría de casos con hipoacusia moderada, lo que dificulta el 
establecimiento de una clara correlación genotipo-fenotipo. 
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